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单细胞水平的光纤共焦后向散射显微光谱
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摘要　为了在实验上分析人正常胃上皮细胞与癌变细胞的显微后向散射光谱的区别，为临床医学检测提供实验依

据，在光纤共聚焦显微成像技术基础上，结合细胞散射理论，建立了一套基于光纤共聚焦的细胞检测显微光谱分析

装置，能够同时获取细胞显微图像和显微光谱医学信息。利用本装置测量了贴壁人正常和癌变胃上皮细胞，得到

细胞水平的显微光谱特性。波长在５００～８００ｎｍ，癌变细胞的散射光强明显高于正常细胞所对应的散射光强；正常

细胞所对应的光谱曲线中，８００～１０００ｎｍ范围内有规则的强度变化，癌细胞没有出现这种干涉；说明本装置适用于

细胞的癌变检测，而且实验结果与现有理论预测结果一致。理解不同病理阶段的细胞光散射特性有助于为在体实

时检测早期癌变组织提供有利的光学手段。
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１　引　　言

在人体中所有癌变的８５％都发生在组织内表

面的上皮细胞。虽然这些癌变在原位癌阶段可以诊

断并被救治，但这些早期的病灶几乎不可能被检
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测［１］。新光学方法的快速发展为细胞生物学和病理

学提供了良好的技术条件，既能研究活体细胞也能

在体进行组织诊断［２］。光学技术变得如此受关注，

主要是因为可见光和近红外光对活体细胞是相对安

全的，这可以使细胞在其自然状态下进行研究，可以

获得细胞成分和结构的光学特性。对于组织活检和

病理学分析的无创光学技术与传统的病理学方法有

几个优点。例如：可以实时获得生物信息，并能同时

对怀疑部位进行处理；而且，消除了组织切除的并发

症和感染的可能性［３］。

然而光与组织相互作用的一个基本形式就是弹

性光散射。有核细胞的光散射包含细胞尺寸和细胞

形态的信息［４，５］。对生物细胞的光散射的基本理解

与癌变和组织病理学的许多无创医学诊断技术有

关。如光学层析成像（ＯＣＴ）
［６］、弹性散射光谱

仪［７］、共聚焦显微镜技术［８］等都是依据组织与作用

的光散射产生的信号开发出来的对生物组织进行无

创、实时光学诊断的方法。在细胞对光散射的理论

研究中，主要有３个方面的研究：１）基于 Ｍｉｅ理论

的球形［９］和同心双球模型［１０］的细胞散射分析，这是

细胞散射分析的基础理论；２）在 Ｍｉｅ理论的基础上

的近似和发展，如瑞利德拜甘斯近似理论下的双

椭球模 型 分 析［１０，１１］等；３）利 用 时 域 有 限 差 分

（ＦＤＴＤ）建立复杂结构细胞模型分析细胞的散射特

性［１２］。光散射测量方面，光散射光谱仪［１３，１４］是一种

通过测量与角度有关的后向散射光的光谱可以分析

出细胞器形态的量化信息的光学技术。ＴａｏＴ．Ｗｕ

等［１５］使用弹性散射光谱研究了乙酸对子宫癌细胞

和细胞成分导致的光散射的变化。ＹａｎｇＬｉｕ等
［１６］

报道了一个能同时在单像素上得到背向散射光谱和

显微图像的弹性后向散射光谱显微镜。ＨｕｉＦａｎｇ

等［１７］已经开发出一种新的光学技术，称为共聚焦光

吸收和散射光谱显微镜，可以在活细胞上观察亚微

米尺度的细胞内结构。但他们都没有给出实际的细

胞散射光谱，只分析了系统的分辨能力。

本文报道一种新设备 光纤共聚后向散射

（ＦＣＢＳ）光谱仪，来研究正常的人胃黏膜上皮细胞及

其癌细胞。ＦＣＢＳ光谱仪是光纤共焦显微镜与弹性

散射光谱仪结合能同时获得单细胞后向散射光谱和

这个单细胞的图像。因为使用背向散射光探测亚细

胞结构，所以这个仪器可以在不进行外因标记研究

活体细胞。把共聚焦显微镜技术与弹性散射光谱技

术结合成为适合在细胞水平上无创地研究活细胞，

而以前的光散射光谱仪研究主要集中在细胞水平上

检测显微的组织结构。使用小粒子的光散射光谱作

为生物标记，根据特征的细胞器官大小和形状可以

通过光散射光谱区分不同类型的细胞［１４］。

２　材料与方法

２．１　实验装置

在共焦原理的基础上，提出采用光纤耦合器实

现共焦的设想，图１给出了使用光纤作为光源和探

测器的共焦成像示意图。一个单模光纤被用来传输

照明光到物体使之成像，并收集来自照明焦点体积

内的后向散射光［１８］。图１中的光学透镜把光纤断

面成像到物体上，光纤断面起到发射光源和点探测

的作用，形成共聚焦探测；而光纤耦合器代替了激光

共焦系统中的分光器件，实现照明与信号的分离。

光纤共聚焦显微镜与光散射光谱仪（ＬＳＳ）结合，称

之ＦＣＢＳ光谱仪，它能够探测和描述活细胞的特性。

因为焦点以外的细胞光散射信号大多数被接收物体

后向散射光的光纤挡住了，形成了共焦探测。采用

光纤共焦显微镜可以使光学探头尺寸小型化，能在

体、实时获得整个上皮组织的亚细胞成像。

图１ 使用光纤作为光源和探测器的共焦成像原理图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｉｎｇｕｓｉｎｇａｎ

ｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒａｓｔｈｅｌｉｇｈｔｓｏｕｒｃｅａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｏｒ

接收散射光方面，ＦＣＢＳ光谱仪是一个与ＬＳＳ

不同的新技术，ＦＣＢＳ光谱仪在物镜数值孔径角的

大角度范围接收散射光，而ＬＳＳ只在１８０°角方向接

收散射光。大大提高了信号光接收能力，提高了信

噪比。

图２给出了ＦＣＢＳ光谱仪的原理图。在此系统

中，带有特殊聚焦系统的宽带光源（Ｂ＆Ｗ Ｔｅｋ

Ｉｎｃ．，ＢＰＳ１２０，２０Ｗ）发射的光线经ＳＭＡ９０５的标

准接口耦合到１×２，５０∶５０分光比的多模光纤耦合

器中的一个端口，其中光纤芯径为６２．５μｍ，数值孔

径为０．２２。这一光纤耦合器不但是光的传输通道，

也起到了共焦显微镜系统中的宽带分光镜的作用。

而且，光纤耦合器的端口３也代替了共焦系统中的

探测针孔。光纤耦合器的端口３把光源的光线耦合

到光学探头，这里的光学探头由作为准直作用的消

７３６２
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图２ 光纤共焦后向散射光谱原理图

Ｌ１ 和Ｌ２ 为透镜；ＰＨ 为针孔（犇＝２ｍｍ）

Ｆｉｇ．２ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｐｒｏｔｏｔｙｐｅＦＣＢＳｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ

Ｌ１ａｎｄＬ２：ｌｅｎｓ；ＰＨ：ｐｉｎｈｏｌｅ（犇＝２ｍｍ）

色差物镜（数值孔径为０．２５，１０×）和聚焦作用的消

色差物镜（数值孔径为 ０．４，２０×，接收半角为

２３．７８°）组成。这种结构成像的横向和纵向分辨率

分别为５μｍ和１０μｍ。这说明ＦＣＢＳ光谱仪系统有

能力探测细胞尺度的小体积，有光学层析的能力。

细胞散射在物镜数值孔径角范围内的所有光线被光

学探头接收并通过光纤耦合器端口２传输，最终细

胞的后向散射光被光学探头接收后由光纤耦合器分

光通过端口２的ＳＭＡ９０５接口进入ＣＣＤ光谱仪

（Ｂ＆ＷＴｅｋＩｎｃ．，ＢＲＣ１１２，ＵＳＡ）。此光谱仪响应

较好的光谱宽带为６００ｎｍ（４００～１０００ｎｍ），光谱分

辨率为４ｎｍ。ＣＣＤ探测的数据传输到计算机进行

分析和光谱曲线的显示。为了确保物镜探测的是一

个细胞，而不是其他的物质，ＦＣＢＳ光谱仪系统设置

了一个观察功能。这允许我们观测目标的视觉图

像，确保细胞的位置。照明光源由同样的光学探头

的透射光提供。结构上类似于传统的临界照明的倒

置显微镜。使用这个视觉系统，不但可以直接通过

人眼观测被探测细胞，也可以采用ＣＣＤ相机进行成

像。所以这样的安排不但能确定被检测的对象是细

胞，同时也可以获得细胞的图像。

２．２　细胞培养

实验细胞由中国科学院上海细胞生物学研究所

提供，细胞编号分别为：正常胃上皮细胞（ＧＥＳ１），

如图３（ａ）所示和胃癌细胞（ＮＣＩＮ８７），如图３（ｂ）所

示。使用合成培养基ＲＰＭＩ１６４０培养液，其主要成

分有：氨基酸、碳水化合物、无机盐、维生素及其他辅

助物质。培养液中添加的是１０％国产胎牛血清。

将细胞放置于（３６．５±０．５）℃恒温二氧化碳细胞培

养箱中培养。细胞的传代均在纯净台中进行，由于

胃上皮为贴壁细胞，传代之前还需要胰蛋白酶溶液

对细胞进行消化，胰酶的主要作用是使细胞间的蛋

白质水解，使细胞相互离散。过程中还需要用平衡

盐液体ＰＢＳ溶液冲洗。按照１∶２或１∶３的比例对细

胞进行传代后，将装有细胞的培养瓶和培养皿重新

放回培养箱继续培养。在细胞消化和传代过程中，

还需要在显微镜下观察和捕捉细胞不同时期的性状

图片，以便进一步地研究对比。实验时所使用的样

品基本上是２４ｈ前进行传代，并在培养皿中培养贴

壁的活细胞。

图３ ４００×生物显微镜下的细胞图片。（ａ）正常胃上皮细胞 ；（ｂ）胃癌细胞

Ｆｉｇ．３ Ｂｉｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓｂｙ４００
×．（ａ）Ｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌｓ；（ｂ）ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｏｕｓｃｅｌｌｓ

３　实验结果

在细胞后向散射光谱的分析中，利用硅片作为

所有光谱的标准，硅片在可见光和近红外波段的反

射率为３０％，采用如此反射率的样品为反射率标准

主要考虑是细胞散射的光强度比较低，若采用高反

射率的标准反射板为参考，会使测得的光谱对比度

不高，较难分辨不同波段的光谱，太低会使光谱仪的

信号饱和，也不能真实反映所测样品的真实光谱特

性。图４，５，是利用本实验装置获得的细胞后向散

射光谱曲线。图４（ａ）是人胃正常黏膜细胞ＧＥＳ１

后向散射光谱曲线，图４（ｂ）是胃癌细胞 ＮＣＩＮ８７

的后向散射光谱曲线。纵坐标表示细胞后向散射光

谱相对参考硅片反射的后向散射光强度比，曲线的

波长范围：４５０～８００ｎｍ。图５给出了人胃正常黏
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膜细胞ＧＥＳ１图（５ａ）和胃癌细胞ＮＣＩＮ８７图５（ｂ）

的后向散射光谱曲线，曲线的波长范围：８００～

１０００ｎｍ。两个光谱涵盖了从可见光波段到近红外

波段的谱线特征。

图４ ４５０～８００ｎｍ内正常胃细胞ＧＥＳ１（ａ）和癌变胃细胞ＮＣＩＮ８７（ｂ）的显微后向散射光谱

Ｆｉｇ．４ ＭｉｃｒｏｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌＧＥＳ１（ａ）ａｎｄｃａｎｃｅｒｏｕｓｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌＮＣＩＮ８７

（ｂ）ｆｒｏｍ４５０ｎｍｔｏ８００ｎｍ

图５ ８００～１０００ｎｍ内正常胃细胞ＧＥＳ１（ａ）和癌变胃细胞ＮＣＩＮ８７（ｂ）的显微后向散射光谱

Ｆｉｇ．５ ＭｉｃｒｏｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌＧＥＳ１（ａ）ａｎｄｃａｎｃｅｒｏｕｓｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌＮＣＩＮ８７

（ｂ）ｆｒｏｍ８００ｎｍｔｏ１０００ｎｍ

　　为了说明本系统的性能，对上述细胞进行了多

次测量，测量结果经归一化后的结果如图６，７所示。

各光谱归一化的目的主要是消除系统误差，确保每

条光谱强度不影响分析结果。图６为人正常胃上皮

细胞的多次测量（２０次）后各光谱归一化后的结果，

图７为癌变细胞的多次测量后各光谱归一化的结果

（图中各给出４条归一化光谱）。

图６ 正常胃细胞ＧＥＳ１的归一化光谱（４条）

Ｆｉｇ．６ Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌ

ｇａｓｔｒｉｃｃｅｌｌＧＥＳ１

图７ 胃癌变细胞ＮＣＩＮ８７的归一化光谱（４条）

Ｆｉｇ．７ Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｏｕｓ

ｃｅｌｌＮＣＩＮ８７

４　讨　　论
由图４（ａ），（ｂ）比较可见，在４５０～８００ｎｍ波长

范围内，癌变细胞的散射光强明显高于正常细胞所

对应的散射光强，这是由于细胞癌变后，染色体形状

改变和染色体聚集，以及细胞质成分的改变引起的

折射率变化，提高了散射系数，系统接收到更多后向

散射信号，导致散射光强的增大［１０～１９］。
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图５（ａ）为正常细胞所对应的光谱曲线中，

８００～１０００ｎｍ范围内有规则的强度变化，分析表明

这是由于正常细胞内部结构相对规律，虽然核也是

不均匀分布的，但变化率不大，所以，细胞壁和细胞

核之间形成对照明光的干涉；而图５（ｂ）所示的癌变

细胞的内部结构和生化特性发生变化，使细胞内部

不均匀加重，所对应的光谱曲线便没有出现强度的

规则变化。

由图６和图７比较可以看出，同种细胞的后向

散射显微光谱归一化后都具有相同的光谱特征，说

明本系统可以提供重复性良好的测试结果。

当组织癌变时，不但发生细胞形态的变化，如细

胞核质比、细胞核形状、细胞边界等的差异，同时也

发生生化特性的变化，如ＤＮＡ浓度增加、过染色等

的细胞内变化。这些变化都会使光与细胞相互作用

时，光学特性发生改变。在文献［１９］中，采用ＦＤＴＤ

计算分析了细胞光散射特性。为了说明细胞形态变

化对细胞光散射的影响，细胞外型尺度都是９μｍ，

异常细胞相对于正常细胞最明显的区别是核尺寸，

核质比（正常０．２，异常０．６７），不对称的核形状，

ＤＮＡ浓度的增加和过染色核。其计算结果为异常

细胞的散射强度明显高于正常细胞的散射光强；散

射光强光分布中没有出现明显的干涉峰。然而，虽

然正常细胞也存在不均匀的细胞结构，但这些结构

不足以破坏细胞质与细胞和界面的干涉峰。实验结

果与理论预测结果比较，从光谱趋势上具有较好的

一致性。

５　结　　论

光纤共聚焦显微镜技术与弹性散射光谱分析技

术结合，搭建了用于细胞显微光谱分析的实验装置，

本装置充分考虑了如何捕捉单个细胞进行研究，采

用倒置显微镜的成像系统对细胞进行成像，这样不

但可以对细胞实时成像，捕捉研究目标，还可以了解

所采集的光谱的研究对象，保证了探测的精准。实

验上，取传代后贴壁生长２４ｈ的胃上皮正常和癌变

细胞作为实验样品，进行实验研究，获取到具有差别

的光谱曲线。曲线分析表明，波长在５００～８００ｎｍ

范围内，癌变细胞的散射光强明显高于正常细胞所

对应的散射光强，这是由于细胞癌变后，染色体形状

改变和染色体聚集，以及细胞质成分的改变引起的

折射率变化，提高了整体的散射系数，系统接收到更

多后向散射信号，导致散射光强的增大；正常细胞所

对应的光谱曲线中，８００～１０００ｎｍ范围内有规则的

强度变化，分析表明这是由于正常细胞内部结构相

对规律，而且折射率一致，所以，细胞壁和细胞核之

间形成对照明光的干涉；而癌变细胞的光谱曲线没

有出现干涉是由于内部形态和生化特性的变化，内

部形态和成分不均匀性增加导致的。本文所建立的

光纤共聚焦显微光谱测量系统，能够在细胞水平上

辨别正常和癌变细胞，有希望用于癌症检测。
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