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荧光光谱和图像技术在肿瘤学应用中的发展
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　　摘要：荧光光谱和图像技术随着生物医学光子学的发展而飞速发展，为肿瘤诊断和治疗提供了一种
新途径。笔者综述了荧光光谱和图像技术在肿瘤学应用中的发展过程，并分别总结了荧光光谱和图像技

术的特点及应用优势。
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　　荧光光谱和图像技术应用于生物

材料鉴别已有几十年历史，荧光显微

镜、荧光分光光度计、流体血细胞记数

分类计等已成为常规的临床应 用 技

术［１］。而对于它在肿瘤学上的应用直

到 ２０世纪 ８０年代才得到快速发展。

众所周知，肿瘤患者的预后与手术时

肿瘤发展的程度密切相关，早癌患者

的 ５年生存率往往是晚癌患者的几倍

甚至几十倍。对于早癌，尤其是发生

于表面黏膜层的空腔脏器的早 期 病

变，一直缺乏有效的检测手段［２］。临

床的需要使荧光光谱和图像技术随着

激光、光谱、显微以及光纤等生物医学

光子学技术的发展得以飞速发展。激

光诱导荧光光谱及图像技术成为一项

新的研究课题，为肿瘤诊断和治疗提

供了一种新途径。

１　发展背景

Ｐｏｌｉｃａｒｄ［３］早在 １９２４年就首次报道

了在紫外和蓝光照射下观察到肿瘤荧

光；１９４２年，Ａｕｌｅｒ［４］等在动物服用外源

性卟啉后观察到肿瘤的红色荧光；Ｍｏｏ
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＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

ｒｅ［５］于 １９４８年第一个进行了使用荧

光素来提高在体检测和识别脑肿瘤荧

光能力的研究。到 ２０世纪 ５０年代，

人们发现了血卟啉能在肿瘤细胞内积

累的特性，予以开发利用，随后血卟啉

衍生物（ＨｐＤ）作为肿瘤定位媒介，被

用于包括食道、呼吸道和子宫颈等不

同器官中癌的定位。这些早期工作研

究的都是非内镜下的晚期癌症，因而

获得了较好的荧光可见性。１９７６年，

Ｋｅｌｌｙ等［６］首 先报道了膀胱镜下观察

膀胱肿瘤的 ＨｐＤ荧光，结果显示荧光

太弱而难以直接观察到，于是 Ｐｒｏｆｉｏ［７］

等开始了用光电探测器来检测肿瘤荧

光 的 研 究，并 取 得 一 定 的 进 展。

Ｄｏｕｇｈｅｒｔｙ［８］是最早用血卟啉衍生物作

为辅助剂来进行光动力学和动物模型

研究 的 学 者。与 此 同 时，Ａｌｆａｎｏ［９］和

Ｙａｎｇ［１０］等多个科研小组开始了激光

诱导动物及人类不同肿瘤荧光的在体

和离体 研 究。随 后 Ｍａｌｉｋ［１１］和 Ｋｒｉｅｇ

ｎａｉｒ［１２］等用氨基乙酰丙酸（ＡＬＡ）进行

了光动力治疗的初始研究，并提出用

ＡＬＡ诱导产生的内源性原卟啉 ＩＸ的

荧光来诊断膀胱癌。由此可见，荧光

技术已经对肿瘤诊断和光动力学治疗

产生了重大影响。

２　荧光诊断技术

目前，荧光诊断方法主要有两种。

一种是自体荧光诊断法（Ａｕｔｏ－ｆｌｕｏｒｅ

－ｓｃｅｎｃｅ），即在激光激发组织体后，

处于激发态的生物分子通过能量驰豫

过程发出的光，即所谓激光诱导的组

织自体 荧 光。与 相 应 的 正 常 组 织 相

比，异常组织的物理、化学特性均发生

变化，因而对应的自体荧光光谱存在

特异性差异，也就是说自体荧光光谱

的特异性差异反映了病变组织的特异

性。基于这个原理，就可以通过探测

组织体的自体荧光光谱来判断病变组

织存在与否。另一种是药物荧光诊断

法（Ｄｒｕｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ），由 于 自 体 荧 光

诊断法所能收集到的荧光信号大多较

弱且特征不明显，为了进一步提高激

光诱导荧光诊断法的灵敏度，在诊断

前预先给患者注入一定剂量的荧光增

敏剂，一段时间后在病变组织和正常

组织间形成显著的浓度差，此时用激

光照射，病变组织将发射出较强且具

有特征峰的荧光。

荧光诊断技术主要分为荧光光谱

技术和荧光图像技术两类。目前自体

荧光诊断法以光谱分析为主，因为不

便于采用图像处理方式，因此在检查

过程中不宜病变位置的定位。而在药

物荧光诊断法中可以单独采用图像和

非图像处理方式，甚至可以两者同时

配合使用，可准确地对病变所在位置

定位，并根据检查结果立即进行活检

或治疗，操作十分方便。但无论是哪

种方法，它们都需要依靠荧光光谱分

析或图像处理技术来得到对诊断的有

用信息。
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２．１　荧光光谱技术

光谱技术的基本原理就是利用病

变组织与周围正常组织之间光学对比

的差异从荧光的强度、光谱的形状、荧

光强度比率等方面来表现。激发光源

常用的有经滤光的弧光灯、脉冲激光

或连续的强度调制激光等，且不论何

种光源都要尽量减小信噪比。大多数

基于光纤的脉冲式光谱仪都用氮激光

或氮泵浦染色激光做光源，其典型的

脉冲能量为几十微焦，纳秒级的脉冲

持续时间和几十赫兹的重复率。对于

光谱检测，荧光采集可与光源共用一

根光纤，也可以用多根隔离光纤组成

的光纤束。检测时多采用直接与组织

接触的点检测［１３，１４］，这种方式可以减

少背景光对荧光光谱的干扰，荧光强

度较高，但是对组织的压力可能改变

局部的血流状态，使接收谱产生畸变。

当然，谱畸变在小面积照射时可能是

由于边缘效应引起的，在大面积照射

时则有可能是由于组织光学吸收或散

射各向异 性 造 成 的。在 点 光 谱 检 测

中，荧光信号与探测面积上的荧光辐

射强度成正比，一个单色扫描仪可以

提供完整的荧光发射谱，而滤波设备

给出的是离散的谱带，因此，光二极管

阵列与色散光谱仪配合可以实现对发

射谱的快速采集［１４］。在点光谱仪中，

对于一个给定的激发波长，可以记录

大范围的发射谱，对于另外的激发波

长可以进行快速重复，因此可以将不

同的荧光激发波长和检测带宽结合起

来，应用各种比较增强的谱分析技术

来提高诊断的灵敏性和特异性。

从早期的离体研究开始，至今已

经推出了一些内镜下进行荧光谱检测

的成熟的时基系统，主要有连续式和

脉冲式两大类。前者始于 ２０世纪 ７０

年代，Ｋｅｌｌｙ等率先研究了用 ＨｐＤ在内

镜下进行支气管癌点检测的荧 光 系

统，后来被陆续应用于膀胱、支气管和

食道等器官。９０年代又报道了 ２种

基于滤光后的弧光灯 ／单色仪来提供

可调节激发波长的系统。一种是采用

多色仪和增强二极管阵列，在内镜下

对上消化道和呼吸道进行自体荧光光

谱和光敏 剂 的 药 代 学 研 究［１５～１８］；另

一种采用冷却的 ＣＤＤ探头、多色仪和

激发单色仪，对膀胱、食道、气管等进

行光漂白的在体研究［１９，２０］。同 时有

报道在膀胱和口腔对原卟啉 ＩＸ荧光

成像时进行谱荧光测量系统。脉冲式

仪器始于 ９０年代，主要是通过各种方

法来实现改变或提供多个激发波长，

以便获取更多反映组织生物特性的光

谱信息。Ｓｃｈｏｍａｃｋｅｒ［２１，２２］等 采 用 氮 染

料激光和 ＯＭＡ系统研究卟啉及组织

自体 荧 光；Ｒａｍａｎｕｊａｍ 等［２３，２４］用 两 合

氮分子激光检测系统对子宫颈癌前病

变进行检测和鉴别；Ｇｌａｎｚｍａｎｎ等使用

的研究系统中，用 ６００Ｐｓ的单氮分子

染料激光与超高速扫描照相机一起耦

合到光谱仪，可得到详细的瞬时谱。

２．２　荧光图像技术

其原理与光谱技术相同，激发光

源常用的也是经滤光的弧光灯、脉冲

激光或连续的强度调制激光等。但它

的图像采集光纤与光源传输光纤必须

隔离，它对组织的照射方式主要为非

接触式，即将传输光纤与组织保持一

定的距离，这种方式 １次可以扫描较

大的面积，但荧光强度较弱，容易受到

背景光的干扰。在图像系统中，可以

从一个或多个发射波长带获取二维的

组织荧光强度分布图像。因此对于低

强度的荧光，需要采用增强型 ＣＣＤ，以

便在激发脉冲后进行快速的门控制。

在荧光亮度和对比度很高时，也可采

用非增强型摄像机或直接肉眼观察。

图像处理系统也分为连续式和脉

冲式。连续式：１９７０年，Ｐｒｏｆｉｏ［７］和同

事们首次将内镜图像系统引入荧光检

测，以滤波后的汞弧光做光源，用图象

增强器来放大微弱的血卟啉衍生物的

荧光。随后 Ｋａｔｏ等采用相似的方法用

滤 波 后 的 硅 增 强 型 摄 像 机 成 像。

１９８６年，Ｐｒｏｆｉｏ［２５］为了增强荧光的对

比度，在两个谱窗中分别有序地观察

对应于 ＨｐＤ荧光的红色区域和对应于

组织自体荧光的绿色区域，然后将两

者组合到一起进行图象处理和显示。

为了增强荧光图像的对比，另一种可

供选择的技术是用多波长激 发 的 方

法。Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ［２６］等将氪离子激光器

进行改进以交替发出紫光和蓝光，服

用 ＨｐＤ后用增强型摄 像 机 对 ６００～

７００ｎｍ的荧光成像，通过适当的尺度

和压缩方法将自体荧光从图 像 中 剔

除。脉冲式：相对连续式具有 ３个优

点：脉冲与门控结合消除背景白光的

干扰；经过延时使自体荧光衰减，提高

外源性荧光的对比度；可对荧光寿命

进行成 像。在 内 镜 下 的 初 期 研 究 是

Ｋｏｈｌ等［２３～２９］进行的基于荧光物质寿

命差异的图像系统，但直到目前为止，

用时域方法确定肿瘤边界的图像系统

仍处于动物实验阶段。另一种是频域

方法的研究，图像被分离到两个谱窗，

一个是激发光的反向散射光作为相参

考信号；一个是荧光，其相位延迟取决

于荧光寿命。

目前已有 ２个商业化的内镜荧光

图像系 统：ＤＬｉｇｈｔ和 ＬＩＦＥ系 列。Ｄ

Ｌｉｇｈｔ系 统 的 激 发 波 长 范 围 为 ３７５～

４４０ｎｍ，通过特殊的滤波和处理可以

获得高彩色对比度的荧光图像。在该

系统中，荧光系统与常规白光系统可

以自由选择。ＬＩＦＥ系统以 ４３７ｎｍ的

蓝光作为激发光源，荧光通过 ４９０～

５６９ｎｍ的绿色荧光和 ６３０ｎｍ以上的

红色荧光这两个隔离的通道检测，经

处理后显示图像，在 ＬＩＦＥ系统中，荧

光检测与常规内镜可以通过光源自由

切换。

３　结束语

短短的几十年，荧光诊断技术已

经得到飞速发展，部分仪器已成功应

用于临床诊断中。随着激光技术、光

纤技术及组织光学研究的进 一 步 深

入，不管是荧光光谱技术还是荧光图

像技术，它们各自还有非常广阔的发

展空间，同时因为它们在诊断方面各

有优势，如果两者能有机结合，甚至与

其它光学技术交叉运用，那么它在肿

瘤诊断和其它临床领域中的发展优势

是不可限量的。为此，应该继续进行

９１２
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大量的光学基础研究工作和临床实验

研究，争取早日设计出性能更优越的

临床诊断用的荧光诊断系统。
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