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大鼠肝脏热损伤的光散射研究
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提要 利用连续波（’#! *+）透射测量技术，对不同温度（## , -#.）作用下大鼠肝脏组织的热损伤过程进行了动态

监测。薄样品的采用，使得通过透射测量直接得到散射系数的变化量随时间及温度的变化关系成为可能。结果表

明，热作用过程中，散射系数的变化量随时间的变化关系可用于描述生物组织的热损伤过程；利用所得结果推导出

了大鼠肝脏组织的热损伤参数（其反应的活化能为 /)#0"（12 3 +45），熵为 //’0&（2 3 6·+45））；在此基础上对组织的热

损伤情况进行了探讨。

关键词 大鼠肝脏，连续光透射测量，散射系数，热损伤，损伤参数

中图分类号 7 ’)/ 文献标识码 8

!"#$% &’ ()’*")+, &- ./*01233% 4’$#+*$ 52126* &- 72" 8)9*0
:)"/ 8)6/" !+2""*0)’6 .*+/’);#*

9:; <=*，>;? 7@*A%+@*A，9BCD EF=4%GH*，I; 2@=*A%JFK*A，L;8C IH
（!"# $#% &’()*’+)*% ), -.)/#0.1’2 3")+)4.15 ), 6.4.5+*% ), 7081’+.)4 ), 9".4’，

:8’;")4< =4.>#*5.+% ), ?1.#41# ’40 !#1"4)2)<%，@8"’4 ()!!&(）

<=,"02+" 6@*KM@NJ 4O MFKP+=55Q @*RHNKR R=+=AK 4O P=M 5@SKP =M R@OOKPK*M N4*JM=*M MK+TKP=MHPK（## , -#.）UKPK JMHR@KR U@MF
N4*M@*H4HJ U=SK MP=*J@55H+@*=M@4* MKNF*@GHKV WM JF4UKR MF=M MFKP+=5 R=+=AK N4H5R XK RKJNP@XKR XQ JN=MMKP@*A N4KOO@N@K*M V
8NN4PR@*A M4 MFK PK5=M@4* 4O NF=*AK @* JN=MMKP@*A N4KOO@N@K*M =*R M@+K =M R@OOKPK*M MK+TKP=MHPK，MFK =NM@S=M@4* K*KPAQ（7 Y /)#0"

（12 3 +45））=*R K*MP4TQ 4O =NM@S=M@4*（!? Y //’0&（2 3 6·+45））UKPK N=5NH5=MKRV ZFK MFKP+=5 R=+=AK 4O P=M 5@SKP U=J =*=5Q[KRV
ZF@J U4P1 TP4S@RKJ = *KU +KMF4R M4 +K=JHPK MFKP+=5 R=+=AK TP4TKPM@KJV
(*% :&0$, P=M 5@SKP，N4*M@*H4HJ U=SK MP=*J@55H+@*=M@4*，JN=MMKP@*A N4KOO@N@K*M，MFKP+=55Q @*RHNKR R=+=AK，R=+=AK TP4TKPM@KJ

收稿日期："!!/%!(%!"；收到修改稿日期："!!/%!’%/$
基金项目：国家自然科学基金重点项目（C4V#-$)’"(!）和国家杰出青年科学基金（C4V’!!"##/(）资助项目。

作者简介：朱艹
丹（/-’’V/!—），女，博士后，主要从事医学光子学的研究。B%+=@5：[FHR=U*\F4M+=@5 V N4+

/ 引 言

热疗已广泛应用于各种良性及恶性肿瘤的治

疗，除此之外，对前列腺肥大也显示出独特的功效。

为确保治疗的安全性及有效性，热致病变组织损伤

的理论研究非常重要［/ , )］，理论的准确性取决于各

种参数的测量。而现有的生物组织热损伤参数（反

应的活化能、熵）非常缺乏［( , ’］，生物组织的复杂性

与多样性是原因之一。同时，有关生物组织热损伤

参数测量的文献也并不多见，一般都是从单一生物

成分（如细胞或蛋白质）入手，根据热作用下发生某

种程度的热损伤来确定其损伤参数的，有关组织水

平的热损伤参数则很少见［’，&］。在研究组织水平的

热损伤时人们往往只能沿用单一成分的数据，从而

导致理论的预测值与实验值存在较大差距［"，(］。

随着激光技术的发展及其在生物医学中的广泛

应用，人们开始将光学方法引入到生物组织的热损

伤研究中［$］。对可见光及近红外光，生物组织表现

出高散射的特性，其散射系数远大于吸收系数［-］，因

此将这一波段光用于组织特性的研究对组织本身所

带来的影响较小。以前有人希望通过吸收系数随温

度的变化情况来研究生物组织的热损伤，但后来更

多的研究证明热作用下生物组织散射特性的改变更

显著，而对吸收系数的影响却较小［/!，//］。事实上，
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生物组织在经历热损伤时，其形态的改变是非常大

的，散 射 系 数 本 身 与 组 织 的 结 构 及 形 态 密 切 相

关［!!］，因此用散射系数的变化来研究生物组织的热

损伤进程更为合理。也曾有人通过对蛋白热凝固过

程中散射系数随时间变化的动态监测来了解热致蛋

白的损伤过程，测得了蛋白的热损伤参数［"］，然而蛋

白与生物组织毕竟存在着很大的差别，蛋白质仅仅

是生物组织的成分之一，因此对生物组织凝固损伤

的研究将更有意义。

# 材料与方法

!"# 样品的制备

实验所用组织样品由本校同济医学院病理教研

室提供。切片的制作采用的是组织光学的常规方

法［!$］：首先将新鲜的大鼠肝脏在液氮下迅速冷却至

% !&’，紧接着用显微冰冻切片机将其制成厚度为

!#$!( 的切片，样品尺寸约为 !$ (( ) !$ (( 见方，

然后将样品置于盖波片的中心，盖波片厚 !"$!(。

为保证样品不受挤压，事先在另一些盖波片上设置

了凹槽，槽深为 !#$!(，然后将其盖在放有样品的

盖玻片上。最后将样品盒插入光纤支撑架的缝隙

中，测量是在恒温水浴槽中进行的。

样品及玻片的厚度都很小，主要基于以下两方

面的考虑：一方面，薄的样品将能避免多次散射；另

一方面，小样品盒可以在很短的时间内与水温达到

平衡。根据 *++,-./,0+［!#］的理论推导，样品与水浴槽

中的水温达到平衡所需时间约为 1$ (+。
由于样品是经过速冻处理的，没有冰晶出现，因

此可以不考虑样品的制作过程对组织可能造成的损

伤；另外肝脏组织较为均匀，可以认为所有样品都具

有相同的光学特性参数。制作好的样品放置冰箱中

以 2’的温度保存，并用沾有生理盐水的纱布覆盖

在样品盒上。在 #2 3 内，可以忽略脱水对样品特性

所带来的影响，一般而言，样品保存的最长时间不得

超过 4# 3［!$］。我们的实验是在样品制作后 #2 3 内

完成的。

! 5! 实验装置

为了对组织样品热凝固过程进行动态监测，我

们研制了一种较为简单的透射测量系统，该系统主

要由以下几部分组织：激光器、样品支撑架、锁定放

大器、计算机采集系统相关的探测电路及传输光纤，

对样品的测量是在恒温水浴槽中进行的。实验系统

框图如图 ! 所示。

波长为 6"$ -( 的半导体激光器（功率为 " (7）

经调制后，耦合到芯径为 # (( 的光纤上，然后通过

样品支撑架将光直接照射在样品的中心；在紧靠样

品盒的另一侧是一根芯径为 " (( 的光纤，用于接

受来自样品的透射光强，在与探测器耦合后，将此信

号送入锁定放大器，最后被计算采集系统所采集。

对光源的调制及对探测信号的锁定放大，将能

有效地消除背景光对测量所带来的影响。这里所用

的调制频率为 !$$ 89:，锁放的积分时间为 !$$ (+，
计算机的采样频率为 !$$ 9:。在样品支撑架的中心

有一个 "$$!( 的缝隙，以便插入样品盒，支撑架的

两端可以分别固定两根光纤，保证光对样品的入射

是垂直的。入射光纤的芯径小而出射光纤的芯径

大，可以尽可能多地收集透过样品的光信号。由于

激光器功率很小，可以忽略测量光源本身对样品的

热效应。

;<&$! 型超级恒温水浴器由双层锅构成，并通

过水泵使水循环，恒温误差范围为 = $5 "’。为确保

在测量过程中组织样品含水量的变化对测量可能造

成的影响，在用于样品测量的内层锅中盛放 1$$$ >
2$$$ (? $@AB的生理盐水。

! 5$ 测量步骤

!）将盛有生理盐水的内层水浴锅的温度调到

所需值。

#）样品盒插入固定光纤的缝隙中，然后放入恒

温水浴槽的内层锅中，同时开始测量透射光强。

1）根据锁定放大器上的读数，可以判断透射光

强是否趋于恒定，当显示的数值不再变化时，停止对

该片样品的测量。

2）改变温度设置，以 "’的温度为间隔，重复步

骤（!）>（1），完成 "" > A"’的测量。为保证测量的

准确性，在每一个温度下，至少对 # 片样品进行实时

监测。

1 理 论

由于两光纤靠近样品盒，入射光纤较细，而探测

光纤较粗，可以认为通过样品的透射光强将全部为

探测光纤所接收。组织样品厚度为 !#$!(，与近红

外光子在生物组织中的平均自由程相当，这样当光

通过样品时，可认为只存在单次散射［!1］。这种测量

方法并不牵涉到复杂的传输理论，根据测量值，便能

由 <,,/ 定律直接推得组织的光学特性参数，如总的

衰减系数!" !!# "!# 和有效衰减系数!,CC
［!!］
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图 ! 组织热损伤动态监测的透射测量系统

"#$%! &’ ()*+,#--./#-*(#0+ ,1,(2/ 30) /0+#(0)#+$ 03
(42)/*- 5#+2(#6, 03 (#,,.2

!! " # !
$ -+［ %（$）& %7］ （!）

式中 $ 为样品厚度，%7 为入射光强，%（$）为穿过厚

度为 $ 的样品的透射光强。

前面已经说过，对可见及近红外光而言，生物组

织的散射系数远大于吸收系数。而组织热凝固后，散

射系数!’ 会产生较大的变化，一般为凝固前的 8 (
9倍；吸收系数!"仅有微小的变化，而且这种变化相

对于散射系数而言要小得多［!7，!!］。因此可以认为，

当组织样品处在某种高温下加热时，总的衰减系数

的变化主要取决于散射系数的变化量。这样便可得

到生物组织薄样品在较高温度 ) 加热时，散射系数

的变化量与透射光强间的关系

!!’（ !）* ) !!!!（ !）* ) " # !
$ -+［ %（ !）& %（7）］

（8）

式中 %（7）与 %（ !）分别为初始时刻与 ! 时刻所测到

的透射光强。

生物组织受热凝固变形是一个损伤累积的动态

过程。为方便起见，一般假定加热过程中，生物组织

仅包含两部分：即受热损伤变形部分 +$ 与未变形部

分 +,，随着损伤程度的不同，这两部分的量也在发

生着相应的变化，它们与损伤积分#之间有如下关

系［:］

+$ &（+$ - +,）" ! # 2;<（##） （=）

对组织进行恒温加热（加热时间为 !）时，上式

便可改写为

+$ &（+$ - +,）" ! # 2;<［# ./（)）!］ （9）

式中 ./（)）为 >))42+#., 损伤速率，可用下式表示

./（)）" ?# & ? ! " 02;<（# 1 & 2)）"（8$.3) & 4）5
2;<（# 1 & 2)）2;<（#!6 & 2)） （@）

这里 1 代表特定组织损伤的活化能，)（A）为绝对

温度，0 为经验常数，!6（B C A）为组织凝固变形的

熵，2 D EF=!（B C /0-·A）为普适气体常数，.3 D !% =E

G !7H 8=（B·AH !）为玻尔兹曼常数，4 D :F:= G !7H =9

（B）为普朗克常数。

考虑到散射系数与组织形态及结构的变化密切

相关，而热凝固会显著改变组织形态，从而影响到散

射系数的变化。假定：在一定温度 ) 下恒温加热

时，组织凝固前后的散射系数分别为!’, 与!’$（)），

则加热过程中生物组织总的散射系数便可表示为

!’（ !，)）"
+$

+$ - +,!’$（)）-
+,

+$ - +,!’, （:）

将（=）式代入（:）得

!’（ !，)）#!’, "［!’$（)）#!’,］（! # 7##）（I）

令：!!’（ !，)）"!’（ !，)）#!’, 及!!’，/*;（ !，)）"

!’$（)）#!’,，（I）式即可变换为如下形式

!!’（ !，)）" !!’，/*;（)）（! # 7##） （E）

恒温加热时则有

!!’（ !，)）" !!’，/*;（)）［! # 7# ./（)）!］ （J）

9 结果与分析

本 文 对 8= 片 大 鼠 肝 脏 薄 样 品 在 不 同 温 度

（@@K，:7K，:@K，I7K，I@K，E7K，E@K，J7K，

J@K）下加热时透射光强随时间的变化情况进行了

动态监测。我们在文献［!9］中给出了不同温度下所

测得的透射光强及相应散射系数的变化量随时间变

化的详细结果，为简便起见，这里只给出了主要的结

论，并画出了一种温度下的典型图例。

图 8（*）给出了 E7K温度下实验测得的透射光

强随时间的变化关系。当样品刚开始加热时，透射

光强会迅速减小，再逐渐趋于某一个恒定值。不同

温度下，透射光强的变化规律是相似的，只是衰减程

度有所不同，温度越高衰减得越快，趋于定值所用的

时间越短。实验过程中，很难保证每片样品的初始

透射光强完全一样，因此不可能直接对测量数据定

量比较。

在实验中采用薄样品，便可以利用（8）式，由所

测得的实验数据直接推出不同温度下大鼠肝脏散射

系数的变化量随时间的变化关系，从而实现了对测

量数据的定量比较。图 8（L）描述了 E7K时散射系

数的变化量随时间的变化关系，图中“ M ”代表的数

据点，是由图 8（*）的测量数据直接推算得到的。当

样品刚开始加热时，散射系数的变化量会迅速增加，

再逐渐趋于恒定。不同温度下，散射系数变化量的

大小及其变化速率是不同的，温度越高，散射系数的

变化量越大，趋于定值所用的时间越短。但较高温
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度（!" # $%&）时，所对应的恒定值差别并不大，而

%%&时散射系数所趋于的恒定值就小得多。

图 ’ 热作用下透射光强（(）及散射系数的变化量（)）随

时间的变化关系

*+,-’ ./0+1(2 13(45 67 54(89:+55;< +85;89+5/（ !）（(）(8< 13(8,;
+8 91(55;4+8, 16;77+1+;85（!!"）（)）(9 ( 7=815+68 67 5+:;

我们对不同温度（%% # $%&）下，散射系数的变

化量与时间的依赖关系按相同的指数规律进行了拟

合，拟合曲线都能与实验结果很好地吻合（图 ’（)）

中的实线就是由各数据点拟合得到的）。差别仅在

于各系数的不同，将不同温度下拟合的表达式综合

起来考虑，便可用如下的形式来表示散射系数的变

化量随时间及温度的变化关系

!!"（ #，$）% &（$）’［(（$）) *) +（$）#］（>"）

式中 +（$），(（$），&（$）各量均与温度相关，但温

度对 (（$）的值影响较小，不同温度下所得到的值

约为（" ,$ - >）；+（$）与 &（$）均随温度的升高而增

加，相比之下，其变化量要大得多。

% 讨 论

! -" 热损伤参数的获取

在不同温度下，通过对薄样品的透射测量，能够

直接获取大鼠肝脏组织散射系数的变化量随时间的

变化关系，拟合的表达式［（>"）式］与前面的理论分

析［（$）式］非常相近。比较以上两式可以看出：（>"）

式中的 +（$）正好对应恒温 $ 加热下组织样品的热

损伤速率；而 &（$）是指不同温度下组织样品形变

后的散射系数的最大变化量；(（$）的值接近于 >，

但并不完全等于 >。

尽管存在差异，实验结果还是能很好地反映组

织的热损伤过程。其实我们关心的只是散射系数变

化量的变化趋势，它反映的是散射系数变化速率，即

+（$），称其为散射系数的变化速率参数。

对不同温度下所有样品散射系数的变化量随时

间的变化关系进行拟合，就能得到与温度 $ 相对应

的变化速率参数+（$），为方便后面分析，在图?中画

出了变化速率参数的 +（$）指数形式与温度倒数的

对应关系［28+（$）与 > . $］。图中的圆圈是针对不同

样品计算所得到的数据，实线是对数据点的线性拟

合，两者能较好地吻合。为了能从图中得到直线的

斜率与截距，我们作出这条完整的直线，并对数据点

的部分在图中放大画出。

图 ? 散射系数的变化速率参数与温度之间的

关系［28+（$）(8< > . $］

*+,-? @(5; 0(4(:;5;4 67 91(55;4+8, 16;77+1+;85 (9 (
7=815+68 67 $［28+（$）(8< > . $］

对数据线性拟合的表达式为

28+（$）% A? ,’% ) >!’!% ’ > . $ （>>）

此式与（%）式的对 数 表 达 形 式 28+/（$）% 280 )
1 . 2$ 完全吻合。由此证明，生物组织在不同温度下

加热时，散射系数的变化速率参数能够正确反映生

物组织的热损伤速率，我们将其理解为生物组织的

损伤参数，便能进一步得到大鼠肝脏组织的活化能

1，经验常数 0 及熵!3
1 % >?% ,’（BC D :62）

0 % ! ,>" ’ >">E（9F>）

!3 ! >>! ,G（C D H·:62）
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以上结果与文献［! " #］中的数据基本吻合，利用这

些数据，便可以很容易地对大鼠肝脏组织的热损伤

进行定量分析。

! $" 热损伤分析

%$ &$ ’()*+, 等［-.］在对遭热损伤的猪皮的基底

真皮细胞的完全坏死情况进行研究后，把! ! /0.1
作为不可逆损伤阈值，就蛋白质来说，当! ! -时有

#1" 的分子变形。

恒温度加热时有

! ! #［$234（% & ’ ()）］ （-5）

利用前面所得的反应活化能 & 及经验常数 $，

进一步可作出大鼠肝脏的热损伤积分为! ! -时所

处的温度及作用时间的关系曲线，如图 ! 所示。图中

直线代表大鼠肝脏达到! ! - 的热损伤时的临界

值，在直线下方，出现的热损伤较小（! * -），而曲

线之上，则出现了更大程度的热损伤（! + -）。由此

可见，温度与加热时间决定了大鼠肝脏样品的热损

伤，即组织的热损伤程度并不由单一的温度决定，也

与加热时间相关，这一点也是与文献［#］中的描述完

全吻合。

图 ! 大鼠肝脏组织的热损伤与加热温度及时间的关系

6*7$! 8*92:+2942);+<)2 +=)2>=(?@ AB +=2)9;? @;9;72
(C );+ ?*D2)

应该 指 出 的 是，理 论 研 究 的 出 发 点 是 基 于

%))=2E*<> 反应速率，即认为所有的反应速率都是按

指数规律进行的，我们所推得的散射系数也是按指

数规律变化的，但拟合的表达形式（-/）与理论分析

式（F）存在一定的差异。这是因为 %))=2E*<> 反应定

律是基于单一物质发生化学反应时得到的［-.］，但大

鼠肝脏组织所包含的成分非常复杂，仅蛋白质就有

很多种，而不同蛋白质凝固变形的活化能并不相同，

当我们对大鼠肝脏热损伤过程进行分析时，所研究

的是多种物质热损伤的总体效应，这里我们得到的

,（)）实际上是整个大鼠肝脏组织平均的热损伤速

率。我们根据散射系数的变化速率参数计算得到的

活化能与熵，也是大鼠肝脏组织热损伤参数的平均

值，这样也就可以解释测量数据与文献中的数据存

在一定差异的原因了。

虽然研究单一细胞、或单一蛋白质的热损伤参

数并不困难，但在组织水平对热损伤的分析却并非

易事。临床中的热疗是对组织而言的，因此，对组织

水平上所作的平均热损伤研究更有意义。以往有关

生物组织热损伤参数的研究，即活化能和熵的获取，

是在某种可测量的损伤标记或终值下，通过测量在

某种损伤程度下的温度进程得到的［-G，-H］。这些损

伤程度的标记可以是热导致的组织变白、细胞萎缩、

胶原质的透明度发生变化、肌肉胶原质的双折射率

变化、紫癜变形、组织空包、蒸发及切除等［-F，5/］。事

实上，对这些量的测定实际上引入了很多人为的因

素，因此对损伤累积的量化分析并不准确。

# 结 论

连续波透射测量技术能够直接获取热作用下生

物组织散射的动态特性，由此，便能够通过对散射系

数的监测了解生物组织的热损伤进程。实验结果充

分证实了热作用下散射系数的变化可用于描述生物

组织的热损伤进行；散射系数的变化速率可以反映

生物组织的热损伤速率；在此基础上，推算出了生物

组织的热损伤参数。利用连续波透射测量技术对生

物组织热损伤的动态监测，为组织热损伤参数的测

量提供了一条新途径。

致谢 感谢同济医科大学病理教研室刘云华教授及

其同事为我们提供了实验所需的组织样品。美国

I)27(E 激光医学研究中心 J+2D2E$ K$ L;MN<2> 教授在

本实验室讲学期间，对本文的写作提出了许多宝贵

的建议，在此特别致以最诚挚的谢意。
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