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摘要　以腹膜接种人胃癌细胞ＳＧＣ７９０１的裸鼠为胃癌腹膜播散的动物模型，模拟外科手术，在体探测不同种植期

的裸鼠腹膜癌结节及正常腹膜组织的激光诱导自体荧光光谱，比对各组光谱形态，采用层次聚类分析和判别分析

方法进行分类。结果表明，还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）荧光峰强度随肿瘤细胞生长时间的增加而降

低，而原卟啉ＩＸ峰逐渐升高；当类间距离的测度方法选择为欧氏距离平方，分类数取３时，可有效区分正常组、肿

瘤细胞种植时间较长和较短的肿瘤组的在体荧光光谱。激光诱导自体荧光（ＬＩＡＦ）技术可辅助提高手术中转移癌

的判断准确性。
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１　引　　言

腹膜播散是胃癌扩散的主要形式，手术中准确

判定腹膜转移及程度是医生选择手术方式的重要依

据，然而凭肉眼判断准确性不高，传统冰冻病理检查

耗时、有创伤。自体荧光探测是近年来受到普遍关

注的对肿瘤进行诊断的一种方法［１～３］，它通过分辨

光谱间差异来区分正常及不同程度癌变的组织，对

提高手术中判断转移癌的准确性、减少活检对患者

的创伤有较重要的意义。随着近年来研究的进展，

荧光光谱探测已经由早期对离体组织的研究转向在

体探测。其中，比较有代表性的是将内窥镜和荧光

光谱技术相结合进行在体探测，以期取代活检。

２００３年，Ｍａｙｉｎｇｅｒａ等
［４］利用内窥镜对正常与癌变

的结肠组织进行在体激光诱导自体荧光（Ｌａｓｅｒ



１０期 马　君等：　激光诱导荧光技术在体探测裸鼠腹膜胃癌播散

ｉｎｄｕｃｅｄａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＬＩＡＦ）光谱研究，发现两

类组织的胶原蛋白及卟啉荧光峰的强度存在差异。

２００６年，Ｈａｒｉｒｉ等
［５］利用附有光学相干层析与激光

诱导荧光系统的内窥镜，对建立在鼠类模型上的人

结肠直肠癌进行在体研究，发现在结肠腺瘤组织的

激光诱导荧光光谱中出现６８０ｎｍ的荧光峰。２００７

年，Ｃｏｕｒｒｏｌ小组以雄性ＳＣＩＤ鼠做肾细胞癌模型，

用荧光探测的方法对该模型的卟啉进行检测，发现

肿瘤血液中卟啉荧光团的荧光强度高于正常

血液［６］。

本文在前期离体胃癌组织激光诱导自体荧光光

谱特性研究的基础上［７，８］，对以腹膜接种人胃癌细

胞ＳＧＣ７９０１的裸鼠为胃癌播散的动物模型，进行

全麻剖腹的模拟外科手术，在体探测肿瘤组不同生

长期的裸鼠腹膜癌结节及对照组正常腹膜组织的激

光诱导荧光光谱。采用层次聚类和判别分析的方法

对光谱进行分类，为将来研制高效准确的“胃癌腹膜

播散探测器”，在临床上协助医生手术中实时准确地

鉴别和诊断打下实验基础。

２　材料与方法

２．１　人胃癌裸鼠模型分组

１２只雄性裸鼠中随机选２只作为对照组；剩余

每只腹腔内注入ＳＧＣ７９０１人胃癌细胞５×１０６ 个，

按种植时间长短，分成不同生长期的肿瘤组。具体

分组情况为：Ｆ组为正常对照组；Ａ～Ｅ组为肿瘤

组，人胃癌细胞裸鼠体内生长天数分别为２０，１６，

１２，８，４天。

图１ ＬＩＡＦ实验系统图

Ｆｉｇ．１ ＳｙｓｔｅｍｏｆｔｈｅＬＩＡＦｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２．２　在体荧光探测系统

实验系统如图１所示，采用ＩｎＧａＮ半导体激光

器（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ公司）作为光源，波长为４０５ｎｍ，功率

２０ｍＷ，由Ｙ型光纤中单芯激发光纤分支传导进入

光纤探头。探头垂直接触组织表面，顶部包裹２ｍｍ

厚石英光学片，以固定探测距离并防止其被组织体

液污染。探头内部中心为单芯激发光纤，周围环绕

２００根收集光纤，用于收集组织回向散射光。收集

光纤在与光谱仪的相连处排列成与光谱仪狭缝宽度

相当的线状结构，将散射光耦合到光谱仪。用

ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２５００ｉ型光谱仪（Ａｃｔｏｎ公司）分光，狭缝

宽度１００μｍ，光栅刻痕密度１５０ｇ／ｍｍ，闪耀波长

５００ｎｍ。信号分光后由 ＳＰＥＣ１０∶４００Ｂ 型 ＣＣＤ

（ＣｈａｒｇｅＣｏｕｐｌｅｄＤｅｖｉｃｅ，ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公

司）进行光电转换，随后输入计算机，由 Ｗｉｎｓｐｅｃ软

件记录。

２．３　在体荧光光谱采集及病理检验方法

取１ｍＬ质量分数为５％的盐酸氯胺酮与４ｍＬ生

理盐水混合后，制成用于裸鼠麻醉的麻醉剂。每只裸

鼠腋下注射该麻醉剂０．６ｍＬ，待其进入麻醉状态后置

于样品台固定。行剖腹手术，翻开腹膜发现：Ｅ组：生长

期为４天，肉眼未见肿瘤；Ｄ组：生长期为８天，偶可见

小结节；Ｃ组：生长期为１２天，见１ｍｍ左右米粒状结

节；Ａ，Ｂ组：生长期分别为１６，２０天，肿瘤个数增多，大

小不一。总之，种植时间越长，肿瘤腹膜播散程度越严

重。每只裸鼠选择腹膜不同位置或结节处采集光谱多

条，６组裸鼠共得光谱５２条。切取光谱探测处腹膜组

织送病理检验，确定腹膜结节的性质。

３　实验结果与分析

对每条光谱进行去背景、平滑及面积归一化处

理，以消除噪声、激发光能量及荧光收集效率波动等

对其的影响。

３．１　腹膜组织的在体激光诱导自体荧光光谱

在归一化光谱基础上，分别对每一组裸鼠光谱

取平均，得各组平均光谱如图２（ａ）所示。分析可

得：４５０～５３０ｎｍ荧光区中，６组样本的主峰均位于

约４８９ｎｍ处，源于还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ＮＡＤＨ）；５３０～６００ｎｍ区域存在由于血色素的吸

收而形成的５７８ｎｍ荧光峰；６００～７００ｎｍ范围的卟

啉类物质荧光区，出现由血卟啉衍生物产生的

６１５ｎｍ荧光峰及原卟啉ＩＸ（ＰｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎＩＸ，

ＰｐＩＸ）位于６３５ｎｍ的第一荧光峰
［９］。各肿瘤组与

对照组的差谱［图２（ｂ）］更有效地反映了肿瘤组与

对照组在光谱形态上的差异：相对于对照组，各肿瘤

组荧光峰的相对强度随肿瘤生长时间的增加而发生

变化。其中４８９ｎｍ处，肿瘤组光谱相对强度小于

零，即肿瘤组荧光峰强度小于对照组强度，且 Ａ组

７６５２
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光谱差值最大，Ｅ组差异最小；６１５ｎｍ处，肿瘤组与

对照组的荧光峰强度差值大于零，且差值由Ｅ组到

Ａ组逐渐增大；６３５ｎｍ处，除Ｅ组外的肿瘤组与对

照组的差值在零值以上，Ｄ组差值在零值附近，差值

由Ｃ组到Ａ组逐渐增大。

图２ （ａ）腹膜组织的各组平均光谱；（ｂ）肿瘤组与对照组的差谱

Ｆｉｇ．２ （ａ）Ｍｅａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；（ｂ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｔｕｍｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　综上所述，与对照组比较发现，肿瘤组的ＮＡＤＨ

荧光峰强度低于对照组，且随着肿瘤细胞生长时间的

增加，两类光谱在该处强度差值逐渐增大；肿瘤组在

卟啉类物质两个峰位处的强度一般大于对照组的强

度（除Ｅ组外），荧光峰的强度差值随肿瘤细胞生长时

间的增加逐渐增大。由此可知，随着癌细胞生长时间

的增加，ＮＡＤＨ荧光峰强度逐渐降低，而卟啉类物质

荧光峰强度逐渐升高。同时，医学研究表明，在组织

癌变过程中，ＮＡＤＨ在氧化还原作用下转化，其含量

逐渐降低，而癌变组织对卟啉类物质的“潴留”致使其

含量逐渐升高。许多荧光光谱研究也说明［５，１０，１１］，这

两种荧光物质的代谢变化在 ＬＩＡＦ图中表现为

ＮＡＤＨ的荧光峰强度降低，ＰｐＩＸ的荧光峰强度增强。

３．２　腹膜在体荧光光谱的聚类分析与判别分析

为客观评价正常及不同生长期肿瘤荧光光谱之

间的差异，以期达到分析癌细胞播散时间的目的，首

先选用无监督情况下的聚类分析对实验所得的６组

荧光光谱进行比较分类，确定适当的分类数目，随后

对所有５２条荧光光谱按其类别进行判别分析，求出

判别函数并给出分类评价。

３．２．１　聚类分析

应用ＳＰＳＳ１３．０软件，以每组的平均光谱作为

样本（ｃａｓｅ），采用凝聚的Ｑ型层次聚类方法，选择组

间连接，使得分组后各类的类间距离尽量大。采用

不同的类间距离测度方法［１２］，设定步长为１，对上述

６组样本的平均光谱进行分类。通过与各组肿瘤细

胞生长情况比较，当选用欧氏距离平方（Ｓｑｕａｒｅ

Ｅｕｃｌｉｄｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ）法度量类间距离时，分类结果最

佳，分类树状图如图３所示。分类数目分别为２～４

的聚类结果如表１所示。若分类数取２，即可将６

组实验光谱区分为２类，第１类包括 Ａ～Ｅ５个肿

瘤组，第２类为Ｆ对照组，即表示可以将对照组与

肿瘤组光谱区分开；若分类数取３，则在上述分类的

基础上，进一步将肿瘤组划分为２类：肿瘤生长时间

较长的Ａ～Ｃ组聚成一类，生长时间较短的Ｄ，Ｅ组

聚成一类；若分类数取４，则Ｄ，Ｅ组又被分为单独的

两类，而Ａ～Ｃ组没有被进一步地区分。

图３ 采用欧式距离平方法对６组

光谱的分类树状图

Ｆｉｇ．３ Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｔｈａｔｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ６ｓｅｔｏｆｓｐｅｃｔｒｕｍ，

ｕｓｉｎｇ ｓｑｕａｒｅ ｅｕｃｌｉｄｅａｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｓ

　　　　　　　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｔｈｏｄ

表１ 将光谱分为２，３，４类的聚类结果

Ｔａｂｌｅ１ Ｃｌｕｓｔｅｒｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｄｉｖｉｄｉｎｇ

ｉｎｔｏｔｗｏ，ｔｈｒｅｅ，ｆｏｕｒｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ

Ｃａｓｅ ４ｃｌｕｓｔｅｒｓ ３ｃｌｕｓｔｅｒｓ ２ｃｌｕｓｔｅｒｓ

１∶Ａ １ １ １

２∶Ｂ １ １ １

３∶Ｃ １ １ １

４∶Ｄ ２ ２ １

５∶Ｅ ３ ２ １

６∶Ｆ ４ ３ ２

　　综上所述，当类间距离的测度方法选择为欧氏

８６５２



１０期 马　君等：　激光诱导荧光技术在体探测裸鼠腹膜胃癌播散

距离平方，取合适的光谱间距离，确定分类数为３

时，可以区分对照组、生长期分别为长期及短期的肿

瘤组的在体荧光光谱。

３．２．２　典则判别分析

由上述分析，将腹膜组织分为３类，则第１类

（记为Ｃａｎｃｅｒ１）包含Ａ，Ｂ，Ｃ３个肿瘤组，共采集光

谱３０条；第２类（记为Ｃａｎｃｅｒ２）包含Ｄ和Ｅ组样

本，共采集光谱１６条；第３类（记为Ｎｏｒｍａｌ）为对照

组Ｆ，包含腹膜光谱６条。应用ＳＰＳＳ１３．０软件，采

用主要成分分析法（ＰＣＡ）将高维光谱数据压缩，对

５２条光谱提取前５个主要成分（ＰＣ１～ＰＣ５），每个

主成分贡献率如图４所示。发现这５个主成分涵盖

了９７．４％的整体信息，可准确反映光谱特征。

图４ 腹膜光谱的主成分贡献率

Ｆｉｇ．４ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ′ｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｓｐｅｃｔｒｕｍ

１）判别函数的建立

以光谱的前５个主成分为变量，对５２条在体荧

光光谱做判别分析，得到未标准化典则判别函数

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ１：

狔１ ＝０．１６×犖ＰＣ１＋０．９３×犖ＰＣ２＋０．９５×

犖ＰＣ３＋０．２４×犖ＰＣ４＋０．０８×犖ＰＣ５＋０．０９，（１）

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ２：

狔２ ＝０．２５×犖ＰＣ１－０．６７×犖ＰＣ２＋０．５８×

犖ＰＣ３－０．０８×犖ＰＣ４＋０．５１×犖ＰＣ５＋０．０３．（２）

犖ＰＣ表示主成份的量。

由（１），（２）式计算各光谱的判别分数，以典则函

数变量狔１ 和狔２ 为横、纵坐标绘制散点图如图５

所示。

由图５可知，Ｃａｎｃｅｒ１主要分布在第１，４像限，

Ｃａｎｃｅｒ２集中在第２像限，而Ｎｏｒｍａｌ集中在第３像

限。３类光谱中心的坐标分别为１：（０．９２，－０．０２），

２：（－１．２２，０．６４）和３：（－１．３３，－１．６３）。

２）判别函数的评价

利用判别函数预测分类结果的准确性，回代结

果如表２所示。３０条来自于Ａ，Ｂ，Ｃ３组的光谱，有

图５ 以典则判别函数为坐标的散点图

Ｆｉｇ．５ Ｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｕｓｉｎｇｃａｎｏｎｉｃａｌｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

２８条划分在第１类，２条划分在第２类，准确率为

９３．３％；Ｄ及Ｅ组的共１６条光谱中，有１５条划分在

第２类，１条划分在第１类，准确率为９３．８％；对照

组Ｆ的６条光谱中，有５条划分在第３类，１条划分

在第１类，其准确率为８３．３％。总体的判断正确率

为９２．３％。

表２ 利用判别函数预测分类的结果

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅ

ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｃａｎｃｅｒ１Ｃａｎｃｅｒ２ Ｎｏｒｍａｌ

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｃａｎｃｅｒ１ ２８ ２ ０

Ｃａｎｃｅｒ２ １ １５ ０

Ｎｏｒｍａｌ １ ０ ５

４　结　　论

对人胃癌腹膜播散的裸鼠模型在体激光诱导自

体荧光光谱探测及分析表明，相对于正常组，肿瘤随

生长时间的增加，其荧光光谱的 ＮＡＤＨ 荧光峰强

度逐渐降低，原卟啉ＩＸ第１荧光峰强度逐渐升高。

说明在肿瘤细胞繁殖过程中，组织中 ＮＡＤＨ 含量

逐渐减少，卟啉类物质含量逐渐增加。对光谱进行

聚类分析得到，当类间距离的测度方法选择为欧氏

距离平方，分类数取３时，可以将正常组、肿瘤细胞

种植时间较长和较短的肿瘤组在体荧光光谱进行有

效区分。研究表明，在体激光诱导自体荧光光谱可

以反映生物活体的实时状态；且聚类分析可根据样

本的自然属性归类，两者的结合可辅助提高手术中

转移癌的判断准确性。
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