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提要 采用新型显微荧光分光光度系统，实现激光诱导人肺组织内源性显微荧光光谱与图像的测量，获得不同组

织层（即上皮层，粘膜层和软骨层）的荧光分布和荧光特性，为探索癌与正常组织自体荧光光谱特征差异的根源，揭

示激光诱导自体荧光法诊断和定位早期肺癌的机理提供重要的实验依据。
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’ 引 言

肺癌的死亡率在我国及欧美大城市已居各种恶

性肿瘤的前列。目前被诊为肺癌的患者大多已是晚

期，其手术切除后的 # 年存活率不足 ’#X，但对早

诊患者，相应的存活率可增至 )!X，甚至可进一步

延长或彻底治愈［’，"］。因此，早期诊断和定位是减

少死亡率的关键。遗憾的是，用传统的检测方法，如

Q 射线胸透术、核医学法、67 及白光支气管镜检查

等均难以探测无明显临床症状且病灶小（厚 !J" Y ’

==，直径数毫米）的早期肺癌。$! 年代末，)! 年代

初，新兴的激光诱导生物组织自体荧光诊断技术在

肺癌早诊上的应用研究引起了人们的关注［+ Y &］。该

方法具有灵敏度高、无损、无副作用、无需服用外加

药物等优点，尤其是它不必象激光诱导药物荧光诊

断法［$ Y ’!］那样，为防止皮肤的光敏副作用而要求受

检者避光近一个月，因而更方便且费用较低，更适于

临床普查和早诊，是前景十分看好的一种“光学活

检”（ZHC195? ;1<H2E）方法。

近年来，国外一些学者发现［+ Y &］重度不典型增

生病灶或原位癌灶的自体荧光光谱与正常支气管的

波形相似，但荧光强度前者明显比后者弱，尤其是在

绿光部分，而在红光部分相对减弱得不如绿光部分

快。此外，他们还发现，用激发效率高的 /0[ 激光
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!"# $% 波长激发所观测到的活体人肺支气管组织

自体荧光谱与用 &’()* 激光 !!+ $% 波长激发的结

果相似，故可用性能稳定且价格低及能通过支气管

镜导光束传导的 &’()* 激光取代以往使用的 ,-. 激

光。他们还研制了相应的诊断和定位系统，结果表

明应用激光诱导生物组织自体荧光诊断技术能够探

测早期肺癌。然而，目前人们对造成肺癌组织与其

正常组织光谱差异的原因尚不十分清楚，只大致定

性地认为与癌组织中荧光基团的浓度以及细胞间质

大分子组份变化或细胞层增加等因素有关。为深入

定量地分析组织自体荧光的发光过程，研究组织的

内源性显微荧光分布和荧光特性十分必要。国外学

者曾用显微镜和 /01 系统等对皮肤和大肠组织的

内源性显微荧光特性［22］进行了研究，而此类研究在

国内尚未见报道。本文运用新型显微荧光分光光度

系统（%34-567’48-579585%’8’-（0:;）6<68’%）对激光诱

导人肺癌组织和正常组织的内源性显微荧光光谱、

图像和特性进行实验研究。

+ 材料和方法

! =" 组织样品

新鲜的正常组织和肺癌块状样品取自肺叶切除

的病人或未经处理的尸体。每块组织样品均用 /)>
（/783%?% )?883$@ >’%7’-A8?-’）材料（>B:，C?-9A%，D=
)=）包埋并经液氮速冻后，用低温切片机（&0 #""
/0，)A-E6 F’366，G’-%A$<）沿垂直于组织粘膜表面的

方向切成厚度为 2"!% 的组织薄片，这样每一组织

切片均包含了完整的支气管组织层，切片组织的大

小约为 + %% H # %%。本研究共测量了 #" 个人肺正

常组织和癌变组织的切片。用于内源性显微荧光分

析的组织不做染色和固定，而用于组织病理学检查

的组织切片用 &IJ 染色和福尔马林固定，癌变组织

经病理学检查结果为微侵润鳞癌。

! =! 显微荧光分光光度系统

图 2 所示为测量组织内源性显微荧光光谱和图

像的新型显微荧光分光光度系统的框图。它将倒置

显微镜与 /01 光谱检测系统及 ))C 图像探测系统

三者巧妙地连为一体，并具有方便地指示荧光收集

光纤位置的功能［22］。它主要由倒置显微镜、光谱

仪、后向照射的 ))C 探测器和高灵敏度的 ))C 数值

照相机、光机配件及计算机控制系统组成。激发光

源选用目前被认为较理想的 !!+ $% &’()* 激光器。

图 2 测量生物组织内源性显微荧光特性的显微

荧光分光光度系统

K3@=2 034-567’48-579585%’8’-（0:;）6<68’% L5-
%34-5645734 A$AE<636 5L M358366?’6

将待测切片组织样品置于显微镜平台上。&’()* 激

光经透镜耦合后由一直径为 2""!% 且末端带显微

透镜的光纤传导，并均匀地辐照在被测组织上。被

测样品前面的光路上加入 !!+ $% 干涉滤光片（!!"
N !#" $%，/%’@A 57834AE，O$4 =）以消除激光器产生的

等离子体辐射干扰，在显微物镜（本研究选用 2" 倍

物镜）后放置一块 !P" $% 的长波通滤光片，以截去

透过的激发光而只让组织的内源性荧光通过。样品

的显微荧光图像既可通过目镜观测，亦可由位于显

微镜像平面上的分束器反射后聚焦到 ))C 数值照

相机，然后由与之相连的计算机进行图像存储和显

示。被测样品上某一区域（直径 Q!%）的自发荧光

信号，则是由位于像平面上的一芯径为 Q""!% 的光

纤收集并耦合至光谱仪。计算机与数值照像机和

))C 光谱探测系统相连，控制光谱信号和荧光图像

的采集、处理和显示。测量前用标准灯对检测系统

进行波长和强度校正。系统的光谱分辨率约为 2R+
$%（KS&0）。每张谱图均是在相同的采集条件下获

得的。

T 实验结果与讨论

图 + 是用显微荧光分光光度系统测量得到的

2"!% 厚人肺正常组织和癌组织典型的显微自体荧

光图像。由图 +（!）显微荧光图像可见，正常支气

管组织的形态学结构层次分明，包含了上皮层、粘膜

层和粘膜下层及软骨层。利用显微分光光度系统目

镜上的标尺，测得 !" 个正常支气管组织上述各层的

平均厚度分别为：Q" U 2#!%，P#" U 2+"!% 和 22"" U
2T"!%。而肺癌支气管组织的显微荧光图像则不
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同，如图 !（!）中所示，癌变组织无明显的层状结

构，微侵润癌组织的出现使典型的上皮层已难以辨

认（图 !（!）中箭头所示），并且癌组织荧光图像的亮

度也明显比正常组织小得多。但图 !（!）中的旁癌组

织尚能分辨出有关的层状结构。

图 ! ""! #$ 激光诱导的 %&!$ 厚人肺组织切片的

内源性显微荧光图像

（"）正常组织；（ !）癌组织

’()*! +(,-./,.0(, 123.-4/,4#,4 ($5)4 .1 5 %&!$ 23#) 6(//34
/4,6(.# .765(#48 79 6:4 +;< /9/64$ 3/(#) 4=,(656(.#

25/4- 2():6 56 ""! #$
（"）#.-$52 6(//34；（ !）,5-,(#.$56.3/ 6(//34

图 > 正常支气管组织各层的相对荧光基团

密度!（ #）分布

’()*> ?4256(@4 123.-.0:.-4 84#/(69，!，5/ 5 13#,6(.#
.1 6(//34 8406:，#，(#/(84 6:4 7-.#,:(52 6(//34

图 > 是利用显微荧光分光光度系统中 AAB 数

值相机测得的正常支气管组织每一层的荧光基团密

度!（ #）（,$C %）分布，图中的结果已相对于软骨层

做了归一化处理。由图 > 可见，粘膜层的荧光最强，

其亮度约为软骨层的 D 倍，粘膜下层和上皮层则分

别约是软骨层的 E 倍和 ! 倍。

图 " 是测得的 %&!$ 厚的人肺癌组织和正常组

织的显微自体荧光光谱。对正常支气管组织，如图

"（"）所示，不同层的荧光光谱其形状和强度均有

所不同。从粘膜层到上皮层到软骨层，其内源性荧

光光谱的峰位出现红移，从 E&D #$ 移到 E%" #$，这

说明各层的荧光发光基团均不太相同。此外，比较

各层的荧光强度发现，主要的内源性荧光来自粘膜

层和粘膜下层，上皮层发出的荧光较少，而软骨层的

贡献最少，几乎可以忽略不计。这与上述测得的各

层荧光基团密度的结果一致。各层荧光强度的明显

差异说明了位于各层荧光基团的浓度也不相同。

图 " ""! #$ 激光诱导的 %&!$ 厚人肺组织切片的

内源性显微荧光光谱

（"）正常组织；（ !）癌组织

’()*" F90(,52 (#6-(#/(, 123.-4/,4#,4 /04,6-5 .1 6:4 %&!$
23#) 6(//34 /4,6(.#/ 3#84- 6:4 ""! #$ 25/4- 2():6

（"）#.-$52 6(//34；（ !）,5-,(#.$56.3/ 6(//34

对癌组织，如图 "（!）所示，其内源性荧光谱也

不同于正常组织，它除了在绿光部分的峰位红移到

E%E #$ 外，荧光强度也比正常组织弱得多，并且在

癌组织样品某些部位的荧光谱还出现位于 GDE #$
的小荧光峰，该荧光峰的出现可能与因癌组织的新

陈代谢变化或微生物合成而产生的内源性卟啉有

关［%!］。此外，从所测得的显微荧光光谱可见，血红

蛋白的影响不大，并没有出现块状组织自体荧光光

谱上血红蛋白 E"& #$ 和 ED& #$ 的吸收峰［>，E］，这主

要是因为所测的支气管组织切片很薄（仅 %&!$）的

缘故。

据文献［>，E，H］报道，胶原蛋白和黄素是产生支

气管组织内源性荧光的主要成分。因为胶原是粘膜

层的主要发光基团，它在激光的诱导下能发出位于
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!"# $ %&# ’( 波段很强的绿色荧光，而氧化核黄素，

核黄单核苷酸及核黄双核苷酸等黄素类荧光团能吸

收 !%# ’( 左右的可见光并发出很强的、峰位在 %)#
$ %*# ’( 左右的荧光，但还原的黄素不发荧光。一

些研究已证实［+，%］，肿瘤组织中核黄素的含量低于

正常组织。因此，肿瘤组织和正常组织中荧光基团，

如氧化与还原形式的黄素的浓度差异是造成内源性

荧光强度差异的原因之一。此外，发源于支气管上

皮层的癌细胞使上皮层增厚且它不发黄绿光，由于

上皮层的增厚而使激发光和荧光的强度衰减，是造

成临床观察到的癌组织荧光强度比正常组织弱的又

一主要原因。

! 结 论

本文运用新型的显微分光光度系统，测量了

!!* ’( 激光激发人肺正常组织和癌组织切片的内

源性显微荧光光谱和图像。结果发现，正常支气管

组织的荧光图像具有明显的层状结构，但各层荧光

基团分布是不均匀的，主要分布在粘膜层；临床上，

在组织表面探测到的“宏观”自体荧光是不止一种的

荧光基团共同作用的结果；癌组织和正常组织内源

性荧光在组织学结构上的显著差异也进一步说明：

激光诱导生物组织自体荧光法将成为肺癌早期诊断

和定位的一种有效手段。本文的“微观”研究结果是

深入定量地理解临床上“宏观”自体荧光光谱的特征

及其发光机制的基础。
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