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摘要　采用４０５ｎｍ发光二极管（ＬＥＤ）作为激发光源，选用孟加拉红（ＲＢ）作为光敏剂，可对早期口腔肿瘤进行诊

断。正常的口腔黏膜不会被孟加拉红染色，而当口腔产生癌前病变或者生成肿瘤时，孟加拉红就会将病变部位染

色。通过光谱测量可知，被染色病变部位的特征荧光光谱波长范围为５７０～６００ｎｍ，而正常口腔组织的特征荧光光

谱中心波长约在４８０ｎｍ。当癌前病变发展成恶性肿瘤之后，其特征荧光光谱发生改变，在６３０ｎｍ和６９０ｎｍ处各有一

个典型的卟啉峰。以此为依据并结合光致荧光技术，采用荧光比例法，可以对口腔癌前病变进行诊断，灵敏度和特

异性分别可达到９５％和９２．５％。这种无创、快速、早期的诊断方法，可以显著提高口腔癌患者的存活率。
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１　引　　言

　　恶性肿瘤是目前导致人类死亡的主要原因之

一，其中口腔恶性肿瘤的发生率较高，位居全身恶性

肿瘤的第６位。口腔恶性肿瘤，大多位于暴露部位，

并具有病程短、进展快、恶性程度高等特点。早期可

无明显症状，有时易被误诊为慢性炎症、溃疡病、牙

病或肉芽组织增生等，而待症状明显时，癌肿多半已

到中晚期，给根治带来困难。因此，认识口腔恶性肿

瘤的早期症状和癌前期表现，对预防和早期诊断及

治疗有非常重要的意义［１］。目前针对口腔癌的诊断

手段仍以组织活检为主，然而组织活检既有创，又比

较费时，容易延误病情［２］。荧光光谱诊断技术［３］具

有无创、快速、灵敏准确等特点，因此可用于肿瘤的

早期诊断，该项技术的发展在肿瘤诊断上的应用已

引起国内外研究人员的重视。

目前应用荧光光谱技术诊断肿瘤的方法主要有

两种：一是利用生物组织的自体荧光光谱进行诊

断［４～７］，利用正常组织和病变组织的特征荧光光谱
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不同来进行诊断；一是药物荧光光谱诊断法［８～１０］，

利用作为光敏剂的药物在肿瘤组织中潴留的原理，

在病人使用光敏剂一段时间之后，接受相应波长的

光照，根据记录下来的荧光特性来进行肿瘤的诊

断［１１，１２］。本实验采用药物荧光光谱诊断法对早期

口腔肿瘤进行诊断。

２　材料和方法

２．１　光敏剂选择

目前临床上使用的光敏剂药物大多是血卟啉衍

生物以及目前应用较为广泛的５氨基乙酰丙酸（５

ＡＬＡ），用药后需避光４８～７２ｈ，这给患者带来很大

的不便［１３～１５］。为了避免光敏剂的光毒性作用，实验

采用孟加拉红（ＲＢ）作为光敏剂，其化学名为四氯四

碘荧光素二钠，为荧光素的衍生物，是一种蒽醌类染

料，亦是一种光敏剂。目前，有研究表明ＲＢ染色可

辅助口腔鳞状细胞癌及癌前恶变的早期诊断。ＲＢ

试剂现已用于人体眼科及肝胆疾病的诊断，安全可

靠，还可用作食用色素。在眼科应用时，ＲＢ试剂能

使脱落、坏死及变性的角膜上皮细胞着色，ＲＢ染色

也被用于确定角膜结合膜肿瘤的边界范围。陈汉正

等［１６］发现ＲＢ染色较深的病变发生恶变的可能性

较大。杜格非等［１７］用 ＲＢ试剂盒染色法诊断口腔

癌前病变恶变和口腔癌，敏感度为９３．９％，特异度为

７３．７％，比甲苯胺蓝染色效果好，其阴性似然比为

０．０８２，提示ＲＢ染色对于排除口腔恶性病变具有特

别重要的辅助诊断价值。但是这种方法应用比色板

比色分度，主观性较强，易于受光线和经验的影响出

现偏差。因此采用荧光光谱诊断技术，针对口腔癌

前病变进行诊断，以减少其主观因素的影响。

２．２　实验装置

目前大多数研究人员均以氙灯为激发光源进行

荧光光谱的诊断［１８］，４０５ｎｍ发光二极管（ＬＥＤ）虽然

功率小于氙灯，但是也能够达到诊断的要求并且可

以大大地降低成本。实验选择功率为０．５Ｗ的大功

率４０５ｎｍＬＥＤ 作 为 激 发 光 源，其 中 心 波 长 为

４０５ｎｍ，半峰全宽为１７ｎｍ。荧光光谱诊断系统主要

由激发光源和荧光探测系统两部分组成，其整体结

构如图１所示，由激励源为ＬＥＤ供电，ＬＥＤ发出的

光经过透镜聚焦成一个直径约为０．５ｃｍ的光斑照

射到待测组织上，诱导组织发出荧光。由于荧光强

度大大低于激发光的强度，为了排除激发光的影响，

在接收荧光的光纤前放置一个反射４０５ｎｍ光的二

向色镜（汇博光学，犜／犚＝８０／２０）。接收到的荧光经

过光纤传输到与计算机连接的光谱仪中，测量出的

荧光光谱就可以在计算机上直接显示出来。

图１ 荧光光谱诊断仪示意图

Ｆｉｇ．１ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

图２ 使用ＲＢ溶液后的口腔病变处荧光光谱及

（１）式示例说明

Ｆｉｇ．２ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｌｅｓｉｏｎｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＲＢａｎｄｅｘｐｌａｉｎａｔｉｏｎｏｆｐａｒａｍｅｔｅｒｉｎＥｑ．（１）

２．３　荧光光谱测量

以金黄地鼠作为实验动物模型，使用质量分数

为０．５％的二甲基苯丙蒽（ＤＭＢＡ）诱导口腔肿瘤形

成，从第３周口腔内出现炎症开始进行荧光光谱测

量，直至第８周口腔中形成肿瘤。口腔癌前病变根

据其发展趋势可分为炎症、典型性增生和不典型性

增生３个阶段。每次测量时在致癌部位涂上质量分

数为０．１％的ＲＢ溶液，２０ｍｉｎ后用生理盐水冲洗，

肉眼观察可发现正常组织不会被ＲＢ溶液染色，而

病变组织会被染成红色，且病变程度越严重，染色程

度越深。通过光谱测量可知，正常组织的特征荧光

光谱的中心波长约在４８０ｎｍ，而被染色的病变组织

其特征荧光光谱波长范围为５７０～６００ｎｍ，且随着

病变程度的加深，其荧光光谱强度增强。

通过持续性的光谱测量并结合临床生物组织活

检观察对比，采用荧光光谱比例法［１９］，确定出一个

３６６２
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参数犙来判定病变程度

犙＝犛Ｂ／犛Ａ， （１）

式中犛Ｂ 表示５６０～６００ｎｍ荧光曲线下的面积，犛Ａ

表示以４８５ｎｍ的荧光峰为中心，宽度为３０ｎｍ的荧

光曲线下的面积。图２是在口腔病变处涂上ＲＢ溶

液后测得的荧光光谱。

３　荧光光谱分析及数据处理

　　在２０只金黄地鼠口腔颊囊内分别涂抹质量分

数为５％的ＤＭＢＡ，第３周后颊囊中有炎症产生，动

物模型建立。第５周时病变发展为典型性增生，可

观察到口腔黏膜表面有异常增生，且黏膜产生褶皱

不光滑。第６～７周时，病变继续发展为不典型性增

生，肉眼可观察到有白斑生成。第８周开始，口腔癌

前病变发展成为癌症，有肿瘤生成，并且逐渐增大。

从第３周开始对金黄地鼠进行荧光光谱监测，并进

行病理分析。图３所示为肿瘤发展的３个阶段的荧

光光谱以及口腔癌形成之后的荧光光谱。

图３ 口腔肿瘤病变各阶段的荧光光谱

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｏｒａｌｃａｎｃｅｒ

图４ 口腔正常组织、病变组织和肿瘤组织的照片及病理片。（ａ）正常；（ｂ）炎症；（ｃ）典型增生；（ｄ）不典型增生；（ｅ）肿瘤
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（ａ）ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；（ｂ）ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；（ｃ）ｔｙｐｉｃａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；（ｄ）ｎｏｎｔｙｐｉｃａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；（ｅ）ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ

　　由图３可以看出，与正常组织相比，当口腔处于

癌前病变的３个阶段时都会被ＲＢ溶液染色，而且

病变越严重染色程度越强，则犙 值越大，从而可以

区分出口腔癌前病变的各个阶段以便治疗。当口腔

肿瘤形成时，其特性荧光光谱发生改变，在６３０ｎｍ

和６９０ｎｍ处出现典型的卟啉峰
［２０，２１］。图４所示为

口腔癌前病变各个阶段对应的照片及病理片。

以２０只金黄地鼠为实验对象，对每一次的测量

结果进行统计，可以得到诊断口腔病变的犙 值，如

图５所示，用 Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ 分别表示癌前病变的３个阶

段。当犙≤０．５３时，口腔为正常组织；当０．５３＜犙≤

０．８０时，口腔黏膜为炎症状态；当０．８９≤犙≤１．０９

时，口腔癌前病变发展成为典型增生程度；当１．１７

图５ 金黄地鼠口腔颊囊内正常组织和癌前病变的３个

阶段的犙值分散点

Ｆｉｇ．５ Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｐｌｏｔｏｆ犙ｆｏｒｎｏｒｍａｌａｎｄｔｈｒｅｅｓｔｅｐｓｏｆ

ｏｒａｌｌｅｓｉｏｎｓｉｎｈａｍｓｔｅｒｂｕｃｃａｌｃｈｅｅｋｐｏｕｃｈｓ

４６６２



１０期 郑龙江 等：紫光ＬＥＤ激发孟加拉红诊断早期口腔肿瘤

≤犙≤１．４４时，为不典型增生状态，灵敏度和特异

性分别可达到９５％和９２．５％。

４　结　　论

　　荧光光谱技术因具有灵敏度高、特异性好的特

点，成为当前医学诊断中一项有效手段受到医生和

研究人员的重视。实验将以往的研究成果进行改

进，选用４０５ｎｍＬＥＤ作为激发光源，大大降低了诊

断的成本，而且不会影响诊断的灵敏度。通过实验

发现，孟加拉红具有很好的荧光特性，可以作为口腔

癌前病变诊断用光敏剂，与常用的卟啉类光敏剂相

比，它不仅能够降低成本，而且没有光毒性，患者使

用孟加拉红之后不用避光。通过定义一个犙值，可

以对口腔癌前病变各阶段进行有效的诊断，该方法

在临床口腔癌前诊断中具有较重要意义。
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