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[摘要]  目的  选取评价女性生育力的关键指标雌二醇（E2）、抗苗勒管激素（AMH）及窦卵泡数目

（AFC），探究其在健康女性和不孕女性血清样本中表面增强拉曼光谱（SERS）的差异性及其应用于临床女性生育

力评价初筛的可能价值。方法 收集南京医科大学第一附属医院生殖医学中心育龄期的健康女性和不孕女性血清标

本共 236 份，所有受试者年龄均处于育龄阶段（22～49 岁），平均年龄为（30.8±5.1）岁。依据临床检测结果，将

血清标本分为 E2 高值组（＞5 000 pmol/L，78 例）与 E2 低值组（＜500 pmol/L，86 例）、AMH 高值组（≥1.1 ng/mL，
33 例）与 AMH 低值组（＜1.1 ng/mL，30 例）、AFC 高值组（＞14 个，68 例）与 AFC 低值组（＜7 个，34 例）。建立

血清 SERS 分析法并检测各组样本的拉曼光谱，对信号进行正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）、受试者工作特

征（ROC）曲线分析及置换检验等统计学处理。结果 血清标本的平均拉曼光谱形态和谱峰 E2 高值组与低值组之

间、AMH 高值组与低值组之间、AFC 高值组与低值组之间基本相似，但谱峰强弱在 3 个指标的高值组与低值组之

间存在差异。在 OPLS-DA 模型中，E2、AMH 和 AFC 3 个指标的高值组与低值组之间均具有明显的组间分离趋势，

其 ROC 曲线下面积分别为 0.996 与 0.996、0.995 与 0.995、1 与 1。结论 SERS 技术具备应用于临床女性生育力初

筛的潜力，血清 SERS 图谱作为不孕不育早期诊断的一种辅助手段值得进一步研究。
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[Abstract]　Objective　To explore the surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) difference of key female fertility 
indicators, estradiol (E2), anti-Müllerian hormone (AMH) and antral follicle count (AFC) in serum samples of healthy and 
infertile women, and the possibility of their application in preliminary screening of clinical female fertility. Methods A total 
of 236 serum samples of healthy and infertile women of childbearing age were collected from Reproductive Medical Center of 
the First Affiliated Hospital with Nanjing Medical University. The ages of all subjects ranged from 22 to 49 years old, with an 
average age of (30.8±5.1) years old. The samples were divided into high E2 value group (＞5 000 pmol/L, 78 cases) and low 
E2 value group (＜500 pmol/L, 86 cases), high AMH value group (≥1.1 ng/mL, 33 cases) and low AMH value group (＜1.1 
ng/mL, 30 cases), high AFC value group (＞14, 68 cases) and low AFC value group (＜7, 34 cases). Serum SERS analysis was 
established and Raman spectra of each group were detected. Orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA), 
receiver operating characteristic (ROC) curve and permutation test were used to analyze the signals. Results The Raman 
spectrum morphology of serum samples was similar between high and low E2 value groups, high and low AMH value groups, 

and high and low AFC value groups, but the spectral peak intensity of the three indicators was different between the high and 
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low value groups. In the OPLS-DA model, there was an obvious clustering trend in E2, AMH and AFC between the high and 

low value groups, and the areas under ROC curve were 0.996 and 0.996, 0.995 and 0.995, and 1 and 1 in high and low E2 

value groups, high and low AMH value groups, and high and low AFC value groups, respectively. Conclusion SERS has a 

potential to be used in the primary screening of female fertility. Serum SERS profile as an auxiliary method for early diagnosis 

of infertility is worthy of further study.

[Key words]　surface-enhanced Raman spectroscopy; infertility; estradiol; anti-Müllerian hormone; antral follicle 

count; orthogonal partial least squares discriminant analysis
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拉曼效应由印度物理学家拉曼于 1928 年首次

提出，指光波被散射后频率会发生变化[1]。拉曼光

谱是与入射光频率不同的散射光谱，其表征的是分

子的振动、转动信息，可用于对样品的化学成分和

分子结构进行无损分析，提供其“分子指纹”[2-5]。 
表面增强拉曼光谱（su r face - en hanced Raman 
spectroscopy，SERS）衍生于拉曼光谱，极大地提高

了拉曼光谱的检测灵敏度并克服了信号弱的缺点，

因其具有快速、简单、无创、准确且不受水干扰等优

势，近年来被广泛应用于生物医学领域[6-8]。

受环境、激素和相关疾病等因素的影响，

近年来不孕不育患者日益增多，患者往往面临生

物学、心理学及社会学等一系列复杂问题，焦虑

增加，健康受到严重影响，相关问题困扰全球约 
10%～15% 的人群[9-11]。造成女性不孕症的原因多

样，如内分泌失调、输卵管疾病、慢性盆腔炎、子宫

内膜异位症、多囊卵巢、生殖器发育异常等[12-13]。 
目前，人们正尝试将 SERS 应用于女性生殖医学分析

领域，如乳腺癌[14-15]、卵巢癌[16-17]、多囊卵巢综合征[18]

和宫内膜异位症[19]等，相关研究正日趋成为热点。

卵巢储备是指女性卵巢中卵泡的数量和

质量，可有效反映女性的生育力，临床常用的

卵巢储备功能评价指标有雌二醇（es t radio l，
E2）、抗苗勒管激素（anti-Müllerian hormone，
AMH）、窦卵泡数目（antral follicle count，
AFC）等[20-21]。随卵巢储备功能的下降，女性的

生育力降低，不孕症的发病率升高。目前，卵

巢储备功能低下是不孕症临床治疗的热点和难

点，理想的卵巢储备检测方法应具备成本低、

无创和检测迅速等优点。血清标本中代谢物成

分复杂，适合用 SERS 进行无标记和非侵入性检

测，以客观反映机体细胞和组织的生理及病理变 
化[22-26]。本研究采用银纳米粒子作为活性增强基

底，对比分析不孕女性和健康女性的血清 SERS 差

异，以为临床不孕不育患者的快速诊断提供一种简

单、高效的备选方法。

1　材料和方法

1.1　血清样本　健康和不孕症女性实验用血清标

本均收集自南京医科大学第一附属医院生殖医学

中心，共计 236 份。采用博洛尼亚标准[27]作为卵

巢低反应（poor ovarian response，POR）诊断标

准：（1）高龄（≥40 岁）或存在其他 POR 危险

因素；（2）前次常规促排卵方案获卵数≤3 枚；

（3）卵巢储备下降，即 AFC＜5～7 个或 AMH＜ 

0.5～1.1 ng/mL。根据上述标准及临床检测结果，

将血清标本分为 E2 高值组（＞5 000 pmol/L， 
78 例）与 E2 低值组（＜500 pmol/L，86 例）、

AMH 高值组（≥1.1 ng/mL，33 例）与  AMH 
低值组（＜1.1 ng/mL，30 例）、AFC 高值组 
（＞14 个，68 例）与 AFC 低值组（＜7 个， 
3 4  例）。所有受试者年龄均处于育龄阶段

（22～49 岁），平均年龄为（30.8±5.1）岁，各

组年龄随机分布，差异无统计学意义。血清保存于 
－80 ℃ 冰箱内，并于 1 周内完成检测。

1.2　试剂与仪器　银纳米粒子购自厦门普识纳米

科技有限公司（CP-S1，粒径 50 nm）。便携式拉曼

光谱仪（型号 i-Raman® Pro）为必达泰克光电科技

（上海）有限公司产品，QL-901 型涡旋器为海门

市其林贝尔仪器制造有限公司产品，移液枪（2～ 

20 μL，0.1～2.5 μL）为芬兰 Biohit 公司产品。

1.3　检测方法　将血清标本从 －80 ℃ 冰箱取出后

置于室温（25 ℃）数分钟自然解冻。然后取 10 μL 
样品与 10 μL 银纳米颗粒混合于新的 0.2 mL PCR 
管中，于涡旋器中充分震荡混匀，并让血清和胶体

银孵育反应 30 min，后用移液枪取混合样品 2.5 μL  
点样至贴有锡纸的载玻片上，待其自然风干。拉

曼仪检测激发光波长为 785 nm，激发光功率为  
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60 mW，积分时间为 10 000 ms，收集的拉曼光谱

范围为 400～1 800 cm－1，平均次数为 3 次，以减

少宇宙射线的影响。所有标本均在相同条件下测

量，每个样品在不同位点测量 5 次，然后取平均

谱，以此代表该样品的拉曼信号。

1.4　统计学处理　使用 Bwspec4 软件（美国 B
＆W Tek 公司）对所有拉曼谱图进行背景扣除和

光谱平滑，并进行面积归一化处理。光谱数据用 
SIMCA 14.1 软件（瑞典 Umetrics 公司）进行正

交偏最小二乘法判别分析（orthogonal partial least 
squares discriminant analysis，OPLS-DA）。OPLS-
DA 是一种有监督的判别分析统计方法[28]，模型中 
R2X 和 R2Y 分别表示所建模型对 X 和 Y 矩阵的解释

率，Q2 表示模型的预测能力，理论上 R2、Q2 值越

接近 1 模型的拟合准确性越高，通常情况下 R2 和 
Q2 均以＞0.5（50%）为较好，＞0.4 即可接受，且

两者之间差值不应过大（0.2～0.3），差值较大表

明过度拟合。用受试者工作特征（receiver operating 
characteristic，ROC）曲线评估方法的准确性，用

置换检验验证模型的可靠性。用 SPSS 25 软件对波

谱数据进行 t 检验，检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　血清样本平均拉曼谱图的比较

2.1.1　E2 高值组和低值组的血清平均 SERS 图及

特征　见图 1。两组的平均拉曼光谱形态和谱峰基

本相似，均在 480、554、641、679、725、755、813、
913、960、1 004、1 026、1 128、1 219、1 319、1 338、
1 445、1 580、1 643 cm－1 处有拉曼峰；在 1 781 cm－1 
处只有 E2 高值组有峰，且在 641、679、913、1 004、 
1 319 cm－1 处 E2 高值组峰强较强，但在 480、725、
1 128、1 219、1 445、1 643 cm－1 处 E2 低值组峰强较

强；E2 低值组在 854 cm－1 处有峰，但 E2 高值组裂

解为 850 cm－1 和 871 cm－1 峰；除 554、755、1 026、
1 338、1 580 cm－1 峰外，其余谱峰强度两组间比较差

异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

2.1.2　AMH 高值组和低值组的血清平均 SERS 图
及特征　见图 2。两组的平均拉曼光谱形态和谱峰

基本相似，均在 480、554、641、679、725、755、813、
854、913、960、1 004、1 026、1 128、1 219、1 338、 
1 445、1 580、1 643 cm－1处有拉曼峰；在 1 781 cm－1 处
只有 AMH 低值组有峰，且在 480、554、725、913、
960、1 026、1 128、1 219、1 445、1 580 cm－1 处 AMH 
高值组峰强较强，但在 641、679、854、1 004、1 338、 

1 643 cm－1 处 AMH 低值组峰强较强；在 480、641、
913、960、1 026、1 128 cm－1 处谱峰强度两组间比较

差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

2.1.3　AFC 高值组和低值组的血清平均 SERS 图
及特征　见图 3。两组的平均拉曼光谱形态和谱

峰基本相似，均在 480、554、641、679、725、
755、813、854、913、960、1 004、1 026、1 128、
1 219、1 338、1 445、1 580、1 643 、1 781 cm－1 
处有拉曼峰；在 554、755、854、1 219、1 445、 

图 1　E2 高值组（＞ 5 000 pmol/L）和低值组

（＜ 500 pmol/L）归一化后血清平均 SERS 谱图

Fig 1　Average SERS of normalized serum in high E2 value 

( ＞ 5 000 pmol/L) and low E2 value (＜ 500 pmol/L) groups
E2: Estradiol; SERS: Surface-enhanced Raman spectroscopy

图 2　AMH 高值组（≥1.1 ng/mL）和低值组（＜1.1 ng/mL） 

归一化后血清平均 SERS 谱图

Fig 2　Average SERS of normalized serum in high AMH 

value (≥1.1 ng/mL) and low AMH value  

(＜1.1 ng/mL) groups
AMH: Anti-Müllerian hormone; SERS: Surface-enhanced 

Raman spectroscopy
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1 643、1 781 cm－1 处 AFC 高值组峰强较强；在 
554、755、854、1 004、1 219、1 643、1 781 cm－1 处谱

峰两组间比较差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

2.2　OPLS-DA 模型分析

2.2.1　E2 指标 OPLS-DA 模型　由图 4A 可以看

出 E2 高值组和低值组有着明显的聚类趋势（即

组间分离趋势），横坐标为主成分 1 的得分值，

纵坐标为主成分 2 的得分值，椭圆代表整个样本

分析结果的 95% 置信区间。OPLS-DA 模型参数

为 R2X（cum）＝0.716，R2Y（cum）＝0.778， 
Q2（cum）＝0.687，即拟合得出的主成分涵盖了

所有观测信息的 71.6%，拟合得出的主成分可以

解释样本所有变量的 77.8%，该模型的预测能力

为 68.7%。ROC 曲线是反映灵敏度和特异度连续

变量的综合指标，曲线下面积（area under curve，
AUC）越大诊断准确性越高。该模型中 E2 高值组

和低值组的 AUC 均为 0.996，接近于 1，表明该模

型的分类效果好（图 4B）。使用 SIMCA 14.1 软件

对数据进行 200 次置换检验，结果如图 4C 所示，

得到 R2 截距为 0.242、Q2 截距为 －0.303，一般当

前者＜0.3～0.4、后者＜0.05 时可认为模型较好，

且该模型 R2 和 Q2 值都比随机数据产生的值大，表

明该模型有效，不存在过度拟合。

2.2.2　AMH 指标 OPLS-DA 模型　见图 5。OPLS-
DA 模型参数为 R2X（cum）＝0.542，R2Y（cum）＝ 

0.726，Q2（cum）＝0.633，表现出很好的组间分

离趋势，且模型稳定，预测能力较好。AMH 高值

组和低值组的 ROC AUC 均为 0.995，接近于 1，
表明该模型的分类效果很好。使用 SIMCA 14.1 软

件对数据进行 200 次置换检验，得到 R2 截距为 
0.192，Q2 截距为 －0.379，该模型 R2 和 Q2 值都比

随机数据产生的值大，模型标准不存在过度拟合，

表明该模型可靠。

2.2.3　AFC 指标 OPLS-DA 模型　见图 6。OPLS-
DA 模型参数为 R2X（cum）＝0.652，R2Y（cum）＝

图 3　AFC 高值组（＞14）和低值组（＜7）

归一化后血清平均 SERS 谱图

Fig 3　 Average SERS of normalized serum in high AFC 

value ( ＞14) and low AFC value (＜7) groups
AFC: Antral follicle count; SERS: Surface-enhanced Raman 

spectroscopy

图 4　E2 高值组（＞ 5 000 pmol/L）和低值组（＜ 500 pmol/L）血清样本 OPLS-DA 图

Fig 4　OPLS-DA diagram of serum samples from high E2 value ( ＞ 5 000 pmol/L) and low E2 value (＜ 500 pmol/L) groups
A: Score chart of serum samples in high E2 value group (n=78) and low E2 value group (n=86); B: ROC curve of serum SERS in high 

E2 value group and low E2 value group after OPLS-DA; C: OPLS-DA post-displacement test. E2: Estradiol; OPLS-DA: Orthogonal 

partial least squares discriminant analysis; ROC: Receiver operating characteristic; SERS: Surface-enhanced Raman spectroscopy; 

TPR: True positive rate; FPR: False positive rate; R2: Goodness of fit; Q2: Predictive capability

Raman shift υ/cm－1
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0.741，Q2（cum）＝0.619，模型稳定，预测能力

较好。模型具有很好的组间分离趋势，但组内有

些分散，可能与生物个体差异大有关。AFC 高值

组和低值组的 ROC AUC 均为 1，表明该模型的分

类效果很好。使用 SIMCA 14.1 软件对数据进行 
200 次置换检验，得到 R2 截距为 0.2，Q2 截距为  
－0.279，该模型 R2 和 Q2 值都比随机数据产生的

值大，表明该模型有效，不存在过度拟合。

3　讨　论

本研究应用 SERS 结合 OPLS-DA 方法，采用

银纳米粒子作为活性增强基底，对比分析了育龄期

女性不同水平的关键生育力评价指标。SERS 谱峰峰

位归属分析表明，E2 高值组与低值组、AMH 高值

组与低值组、AFC 高值组与低值组之间谱峰强度存

在差异，部分峰位强度差异有统计学意义（P 均＜ 

0.05）。本研究结果表明，采用合适的光谱条件、

光谱预处理方法，血清 SERS 结合 OPLS-DA 模型

图 5　AMH 高值组（≥1.1 ng/mL）和低值组（＜1.1 ng/mL）血清样本 OPLS-DA 图

Fig 5　OPLS-DA diagram of serum samples from high AMH value ( ≥1.1 ng/mL)  

and low AMH value ( ＜1.1 ng/mL) groups
A: Score chart of serum samples in high AMH value group (n=33) and low AMH value group (n=30); B: ROC curve of serum SERS 

in high AMH value group and low AMH value group after OPLS-DA; C: OPLS-DA post-displacement test. AMH: Anti-Müllerian 

hormone; OPLS-DA: Orthogonal partial least squares discriminant analysis; ROC: Receiver operating characteristic; SERS: Surface-

enhanced Raman spectroscopy; TPR: True positive rate; FPR: False positive rate; R2: Goodness of fit; Q2: Predictive capability

图 6　AFC 高值组（＞14）和低值组（＜7）血清样本 OPLS-DA 图

Fig 6　OPLS-DA diagram of serum samples from high AFC value ( ＞14) and low AFC value ( ＜7) groups
A: Score chart of serum samples in high AFC value group (n=68) and low value group (n=34); B: ROC curve of serum SERS in high 

AFC value group and low AFC value group after OPLS-DA; C: OPLS-DA post-displacement test. AFC: Antral follicle count; OPLS-

DA: Orthogonal partial least squares discriminant analysis; ROC: Receiver operating characteristic; SERS: Surface-enhanced Raman 

spectroscopy; TPR: True positive rate; FPR: False positive rate; R2: Goodness of fit; Q2: Predictive capability
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能有效分析女性的关键生育力评价指标，可用于不

孕症患者的快速筛查，值得进一步研究和探讨其临

床应用价值。

不孕症患者的卵巢储备功能评价主要依据 
E2、AMH、AFC 等的测定结果[21]。E2 产生于雌

性卵巢或雄性睾丸，是影响生殖和性功能的重

要因素。目前临床应用的 E2 检测方法在低浓度

下（＜10 pg/mL）无法准确评估其浓度，但基于 
SERS 的 E2 检测限可低至 0.65 pg/mL[29]。AMH 是
性腺特异性糖蛋白，属转化生长因子 β 超家族，

产生于卵泡发育早期阶段的卵泡颗粒细胞，血清

中 AMH 水平于青春期后逐渐降低，绝经后低至

无法检测。血清 AMH 水平表征原始卵泡和发育

中卵泡的数目[30-31]，是目前评估卵巢储备的最佳指

标。AFC 指在月经周期的早期卵泡期中超声可观

察到的双卵巢中直径≥2 mm 的卵泡总数，AFC 和 
AMH 之间强相关，可互换地用于卵巢储备功能估

计[32]。本研究中的 OPLS-DA 模型可有效区分高值

和低值水平的 E2、AMH 和 AFC，各指标在不同

水平下均有明显聚类趋势。

为防止 OPLS 模型过度拟合，提高其可预测 
性[33-34]，我们对模型进行了 ROC 曲线分析和置换

检验。结果表明各组的 ROC AUC 均接近 1 或 等
于 1，表明模型的准确性高、分类效果好。本研究

采用 SIMCA 14.1 软件对各组数据进行了 200 次置

换检验，3 个指标的模型 R2 和 Q2 值都比随机数据

产生的值大，表明模型有效。

通过对各组测得的 SERS 谱峰峰位的归属，

发现 E2 高值组和低值组、AMH 高值组和低值组

及 AFC 高值组和低值组血清 SERS 图谱有不同

之处，主要受体内氨基酸、蛋白质、核酸、脂质

和糖类等生物分子的代谢变化的影响[35-42]。E2 高
值组和低值组 SERS 谱在 480、641、679、725、
813、854、913、960、1 004、1 128、1 219、
1 319、1 445、1 643 cm－1 处差异有统计学意义

（P 均＜0.05），可能与体内酪氨酸、脯氨酸、

苯基丙氨酸、苯丙氨酸、L-丝氨酸、L-色氨酸、

葡萄糖、胆固醇、酰胺Ⅰ、酰胺Ⅲ及磷脂等代

谢有关；AMH 高值组与低值组在  480、641、
913、960、1 026、1 128 cm－1 处差异具有统计学

意义（P 均＜0.05），可能与体内酪氨酸、类胡

萝卜素、胆固醇、葡萄糖等代谢有关；AFC 高值

组和低值组在 554、755、854、1 004、1 219、 
1 643、1 781 cm－1 处差异具有统计学意义（P 均＜ 

0.05），可能与体内酪氨酸、脯氨酸、苯基丙氨

酸、色氨酸、葡萄糖、酰胺Ⅰ等代谢有关。

本研究结果表明，拉曼光谱技术可初步分析

育龄期女性关键生育力评价指标，SERS 可为临床

不孕不育患者的快速诊断提供一种简单、高效的备

选新方法。本研究最大的不足是前期收集的样本数

量较少，在后续研究中，为提升模型的预测能力及

稳定性，还需扩大样本量建立更加实用和可靠的模

型。目前对于生物样本的检测均需要采用 SERS 谱
并对光谱数据进行一定的预处理，但对光谱数据预

处理的过程及后续的统计分析并没有形成统一的标

准，将拉曼光谱技术应用于临床不孕不育症诊断还

需进一步研究。
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