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摘要　分别对离体新鲜的正常甲状腺组织、结节性甲状腺肿组织以及甲状腺乳头状癌组织进行自体双光子激发荧

光（ＴＰＥＦ）和二次谐波（ＳＨＧ）成像的研究。从双光子图像可知，正常甲状腺组织中滤泡大小较均匀，形态较相似，

结节性甲状腺肿滤泡大小不等，而甲状腺癌组织则为大量的实质性癌细胞团结构，结果与标准组织学苏木精伊红

（Ｈ＆Ｅ）染色图相一致。此外，正常甲状腺组织和结节性甲状腺肿在胶原分布上存在一定差别。研究表明，双光子

荧光成像技术可在微观结构上分辨出正常甲状腺组织、结节性甲状腺肿组织以及甲状腺乳头状癌组织的形态学差

异，并有望成为甲状腺微创、快速诊断的有效方法。
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１　引　言

　　近红外光对生物样品的激发具有光损伤小、穿

透深度深和荧光收集率高等优点。结合双光子激发

荧光（ＴＰＥＦ）与二次谐波（ＳＨＧ），配以可调谐近红

外激发光源的多光子显微镜技术，可以通过细胞内

的双光子激发荧光以及细胞外胶原纤维二次谐波提

供实时的内生差异信息。因ＴＰＥＦ／ＳＨＧ图像能很

好地提供组织细胞内外结构形态方面的信息，多光

子显微技术已经成功应用于脑、神经、皮肤、眼科、口

腔、肠胃等各种组织成像以及光学活检领域［１～５］。

甲状腺癌占人类恶性肿瘤的１％，是所有内分

泌器官中恶性肿瘤发病率最高的，近年来发病率逐

年上升，早期诊断非常重要。目前较常用的诊断方

法是术中快速冰冻切片检查和细针穿刺细胞学检
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查［６，７］，但仍存在漏诊或误诊情况。采用拉曼光谱、

红外光谱和自体荧光光谱等方法对甲状腺癌组织的

研究，取得了一些结果 ［８～１１］，但这类方法单纯地依

赖光谱技术，而不能提供组织形态学的信息。

本文基于激光扫描显微成像系统，对甲状腺新

鲜离体组织进行双光子显微成像，结合ＳＨＧ成像

技术，试图在细胞层次上揭示正常甲状腺组织、结节

性甲状腺肿以及甲状腺乳头状癌组织的差异。

２　材料与方法

２．１　仪器系统

图１ 实验装置示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐ

采用的仪器由双光子显微镜系统（Ａｘｉｏｖｅｒｔ

２００，ＺｅｉｓｓＬＳＭ５１０ＭＥＴＡ）和锁模钛宝石飞秒激

光器（１１０ｆｓ，７６ＭＨｚ，波长范围７００～９８０ｎｍ）组

成。实验装置如图１所示（ＡＯＭ 为声光调制器，

ＭＤＢＳ为主二色分光镜，ＩＲ为近红外滤波片，ＰＭＴ

为光电倍增管，ＢＳ为分束器）。飞秒脉冲激光经由

主二 色 分 光 镜 （Ｍａｉｎ ＤｉｃｈｒｏｉｃＢｅａｍ Ｓｐｌｉｔｔｅｒ，

ＭＤＢＳ）进入共焦显微镜的扫描器，然后由６３×物镜

（Ａ ＰｌａｎＡｐｏｃｈｒｏｍａｔ，６３ ×，ＮＡ ＝ １．４ ｏｉｌ

ｉｍｍｅｒｓｉｏｎｏｂｊｅｃｔｉｖｅ，Ｚｅｉｓｓ）聚焦于样品表面。扫描

显微系统主要由狓狔 扫描器和步进电动机（ＨＲＺ

２００，Ｚｅｉｓｓ）组成。狓狔扫描器能快速扫描光束以获得

犡犢 图像。获得图像中的每个像素所需时间为

２．５６μｓ。步进电动机则将样品在狕方向移动，以便

系统获取光学切片，实现光层析。ＴＰＥＦ／ＳＨＧ信号

由一高质量反射光栅和３２通道ＰＭＴ阵列组成的

ＭＥＴＡ探测器接收。ＭＥＴＡ探测器前的红外（ＩＲ）

滤光片（Ｚｅｉｓｓ，ＫＰ６５０）过滤激发光。激光激发波长

为７３０ｎｍ和８５０ｎｍ。因为７３０ｎｍ激发波长最适合成

像细胞结构，而在８５０ｎｍ激发波长激发下，胶原纤

维主要发生光学二次谐波效应，这样可以避免产生

自体荧光而损伤生物组织。

本实验采用两个独立的探测通道，一个通道接

收ＳＨＧ信号（４０９～４４１ｎｍ），另一个则接收ＴＰＥＦ

信号 （４４１～７１９ｎｍ）。得 到 的 点 扫 描 图 像 为

５１２ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ，获得一整幅图像的时间为

１．５７ｓ，到样品表面的激光平均功率小于１５ｍＷ。大

面积扫描图像则由９幅５１２ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ的图像

组成，成像面积为６９１μｍ×６９１μｍ。

２．２　样品处理

人体甲状腺组织样品均由福建省肿瘤医院病理

科提供。外科手术切除的新鲜样品立即存放于

－２０℃冰箱中，带到显微镜实验室。实验在甲状腺

组织手术切除后４ｈ内完成。之后将样品浸泡在体

积分数为１０％的甲醛缓冲液中进行固定，石蜡包

埋，切片，作组织学苏木精伊红（Ｈ＆Ｅ）染色。

３　结果与讨论

对１１例离体甲状腺组织样品进行成像，包括４

例正常甲状腺组织，３例结节性甲状腺肿以及４例

甲状腺乳头状癌组织样品。实验所用的乳头状癌组

织样品均来源于癌巢大小在２ｃｍ以上的病人。

图２（ａ）～（ｃ）分别是７３０ｎｍ，８５０ｎｍ激发下得

到的具有代表性的正常甲状腺组织的ＴＰＥＦ／ＳＨＧ

图像及其Ｈ＆Ｅ染色切片图。正常甲状腺组织由滤

泡组成，滤泡内充满胶质，滤泡由单层立方的滤泡上

皮细胞围成。如图２（ａ）所示，正常甲状腺滤泡呈蜂

窝状结构，大小较为一致，可见少量的弹性纤维（箭

头所示）。图２（ｂ）是８５０ｎｍ激发、大面积扫描模式

下得到的。滤泡结构清晰可见，颜色较浅区域为滤

泡内胶质（箭头所示）。图２（ｃ）则是对应组织的

Ｈ＆Ｅ染色切片图。

图２（ｄ）～（ｆ）分别是７３０ｎｍ，８５０ｎｍ激发下得

到的具有代表性的结节性甲状腺肿的ＴＰＥＦ／ＳＨＧ

图像及其Ｈ＆Ｅ染色切片图。明显不同于图２（ａ），

结节性甲状腺肿滤泡大小不等，滤泡上皮受压变扁

平或低立方状。由于胶质的变性，在结节中形成大

小不等、形状不一的囊腔（图２（ｄ），（ｅ））。如进一步

互相融合，就形成囊肿。结节性甲状腺肿的包膜厚

薄不均，可见多个大小不等的挤压甲状腺滤泡存在

（图２（ｆ））。

图２（ｇ）～（ｉ）分别是７３０ｎｍ，８５０ｎｍ激发下得

到的具有代表性的甲状腺乳头状癌组织的ＴＰＥＦ／

ＳＨＧ图像及其 Ｈ＆Ｅ染色切片图。图２（ｇ）所示的

是实性的癌细胞团，呈分枝乳头状，细胞核常为椭圆

形，排列不齐、极向紊乱。８５０ｎｍ波长激发得到的

６６７
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（ａ）～（ｃ）ＴＰＥＦ／ＳＨＧｉｍａｇｉｎｇｏｆｎｏｒｍａｌｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅｗｉｔｈｔｈｅ

ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ７３０ｎｍａｎｄ８５０ｎｍ，ａｎｄＨ＆Ｅｓｔａｉｎｅｄ

ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ；（ｄ）～（ｆ）ＴＰＥＦ／ＳＨＧｉｍａｇｉｎｇｏｆｎｏｄｕｌａｒ

ｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅｗｉｔｈｔｈｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ７３０ｎｍ ａｎｄ

８５０ｎｍ，ａｎｄ Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｅｄｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ；（ｇ）～（ｉ）

ＴＰＥＦ／ＳＨＧｉｍａｇｉｎｇｏｆｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ ｗｉｔｈｔｈｅ
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图２ 三种甲状腺组织的ＴＰＥＦ／ＳＨＧ图像及

对应 Ｈ＆Ｅ染色切片图

Ｆｉｇ．２ ＴＰＥＦ／ＳＨＧｉｍａｇｉｎｇｓｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆ

ｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｅｄ

　　　　　ｓｅｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｓａｍｐｌｅ

图像中，在胶原纤维的包绕下，癌细胞结构更加明显

（图２（ｈ））。图２（ｉ）是对应的 Ｈ＆Ｅ染色切片图，切

片多见乳头断面。

比较图２不同组织的 ＴＰＥＦ／ＳＨＧ图像，可以

观察到几个比较显著的特征。首先，滤泡的大小形

态及细胞核的异形性差异；正常组织中滤泡大小较

为均匀，形态相似。结节性甲状腺肿组织中滤泡大

小不一，形态发生了变化，出现大小不一的结节。而

甲状腺乳头状癌组织中细胞排列呈乳头状、腺泡状，

核呈毛玻璃状，异形性大。其次，正常甲状腺组织、

结节性甲状腺肿以及甲状腺癌组织中胶原纤维分布

有所不同。随着癌细胞的增生发展，发生纤维性间

质反应，将组织包绕起来，正常的甲状腺分泌功能也

因此受到损坏。然而，在结节性甲状腺肿组织

ＴＰＥＦ／ＳＨＧ图像中没有观察到大量的胶原纤维分

布，并不意味其没有胶原纤维分布，因此还需对胶原

纤维分布情况进行单独研究。

４　结　论

采用ＴＰＥＦ／ＳＨＧ技术对新鲜的甲状腺离体组

织成像，从获得的双光子荧光和二次谐波像中可以

直观地分辨出正常甲状腺组织、结节性甲状腺肿以

及甲状腺乳头状癌组织在形态学上的差异，而且可

以分辨出各类不同组织的细胞滤泡大小分布情况。

与组织学切片相比，ＴＰＥＦ／ＳＨＧ图像的重要优势在

于不需要对组织进行切片、染色等处理。随着微型

化的双光子内窥扫描系统的发展与完善，基于

ＴＰＥＦ／ＳＨＧ的双光子显微成像技术与甲状腺微创

外科技术的结合，有望成为甲状腺疾病早期诊断的

重要方法。
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ＹｉｐｉｎｇＣｕｉ

ＡｄｖａｎｃｅｄＰｈｏｔｏｎｉｃｓＣｅｎｔｅｒ，ＳｏｕｔｈｅａｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ

截稿日期：２００９年５月３０日

　　犆犺犻狀犲狊犲犗狆狋犻犮狊犔犲狋狋犲狉狊 （《中国光学快报》）计划于 ２００９年 １２月在正刊上推出“ＤｉｇｉｔａｌａｎｄＣｏｍｐｕｔｅｒＧｅｎｅｒａｔｅｄ

Ｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ”（“数字与计算全息”）专题，特向国内外广大读者以及作者征集该方面原创性的研究论文。征稿范围包括：

·Ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｙｔｈｅｏｒｙａｎｄｓｙｓｔｅｍｓ

·Ｐｈａｓｅｕｎｗｒａｐｐｉｎｇ
·Ｃｏｍｐｕｔｅｒｇｅｎｅｒａｔｅｄｈｏｌｏｇｒａｍｓ

·Ｓｐａｔｉａｌｌｉｇｈｔｍｏｄｕｌａｔｏｒｓｆｏｒｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ
·Ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｏｐｔｉｃａｌｅｌｅｍｅｎｔｓ

·２Ｄａｎｄ３Ｄｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

·Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｉｍａｇｉｎｇａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
·Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉｓｐｌａｙ
·２Ｄ３Ｄｃｏｎｔｅｎｔｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

·Ｓｈａｐｅａｎｄｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

·Ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｉｍａｇｉｎｇａｎｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
·ＨｏｌｏｇｒａｐｈｉｃＯｐｔｉｃａｌＭｉｃｒｏＭａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ

　　ＦｅａｔｕｒｅＥｄｉｔｏｒ：

ＴｉｎｇＣｈｕｎｇＰｏｏｎ，Ｐｈ．Ｄ．，Ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ

ＢｒａｄｌｅｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｌｅｃｔｒｉｃａｌａｎｄＣｏｍｐｕｔｅｒＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

ＶｉｒｇｉｎｉａＴｅｃｈ

Ｂｌａｃｋｓｂｕｒｇ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ２４０６１ＵＳＡ

截稿日期：２００９年７月１５日

　　投稿方式以及格式：可直接将稿件电子版发至邮箱：ｃｏｌ＠ｍａｉｌ．ｓｈｃｎｃ．ａｃ．ｃｎ（主题标明“专题（上述两个专题的具体名称）

投稿”），或通过网上投稿系统直接上传稿件（投稿类型选择ｆｏｃｕｓｉｓｓｕｅｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ，备注中写明具体专题名称，推荐用此方式

投稿），详情请参见《中国光学快报》网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｌ．ｏｒｇ．ｃｎ。投稿必须是英文稿，其电子版请使用Ｌａｔｅｘ或者 ＭＳ

Ｗｏｒｄ格式。有任何问题请发邮件至ｃｏｌ＠ｍａｉｌ．ｓｈｃｎｃ．ａｃ．ｃｎ询问。

８６７


