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上转换荧光实时监测近红外实现肿瘤热疗

魏言春　吴宝艳　杨利勇　邢　达
（华南师范大学生物光子学研究院激光生命科学研究所激光生命科学教育部重点实验室，广东 广州５１０６３１）

摘要　以激光进行的高温疗法称激光加热疗法，已成为肿瘤热疗的一种新的有效手段。主要使用近红外激光，采

用直接照射或插入光纤的方法进行治疗。但应用时由于近红外波段激光对组织的穿透有限，热效应被局限在一个

小的体积内，不同肿瘤组织光穿透情况又有很大差异，治疗的范围难以把握。另外，热疗时，难以区分肿瘤体和正

常组织的边界，照射不当容易造成周围正常组织的伤害，因此实时地监测导向近红外光成为激光热疗的关键。研

究表明运用上转换纳米探针［Ｙｂ／Ｅｒ（ＮａＹＦ４∶Ｙｂ，Ｅｒ）］靶向定位到肿瘤，在９８０ｎｍ近红外光的激发下可实现激光

加热的同时进行上转换荧光的监测，从而确定照射的范围、分布、剂量以及肿瘤边界，最终达到导向热疗实现精确

治疗肿瘤的目的。
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１　引　　言

高温对肿瘤细胞有选择性破坏作用，可以导致

肿瘤组织内血管网系统发育不良，肿瘤组织的血流

大大少于正常组织［１］。实验证明，高温能选择性破

坏肿瘤，加温后，正常组织可借助良好的血运降温，

使其维持在完全可耐受的温度，而肿瘤组织有效血

循环差，血流缓慢，散热困难，温度可较邻近组织高

３℃～７℃
［２］。高温杀死肿瘤细胞的机理目前还不

完全清楚，一般认为有多种机制在起作用：高温能破

坏细胞核，在４１℃以上时，细胞核和染色质凝成团
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块，蛋白质凝固、变性，最后导致细胞死亡；高温损伤

细胞浆使肿瘤细胞内的溶酶体活性升高，并且产生

新的溶酶体使肿瘤细胞发生自身溶解［３］；肿瘤内长

期血供不足，多呈慢性乏氧状态，ｐＨ 值低，营养缺

乏，加热后有利于扩大细胞毒效应［４］。

激光作用于生物组织可以引发各种物理化学效

应，并已被广泛应用于各种疾病治疗［５，６］。其中近

红外激光加热疗法，已成为肿瘤热疗的一种新的有

效手段［７，８］。激光对肿瘤细胞的热效应受多种因素

影响，不仅取决于激光波长、辐照时间、光斑大小、激

光模式，同时也与组织的热学和光学特征，如组织对

光的吸收、散射、比热、热传导以及血液循环状况等

因素有关。因此实时地监测导向红外激光成为肿瘤

热疗的关键。

荧光技术已经发展成疾病诊断、治疗的重要手

段［９，１０］，并被成功应用在组织体的成像上［１１］。但由

于组织自发荧光的干扰以及短波波长激发光的组织

穿透深度浅的限制，该技术的应用仍存在许多限

制［１２，１３］。荧光上转换材料的应用则可以克服上述

缺陷，显著提高检测灵敏度。该类纳米材料一般由

含稀土元素的基质、敏化剂和激活剂三部分组成，能

够在低强度的近红外光的激发下实现双光子吸收并

发出可见波段的荧光［１４］。生物靶向技术主要是对

生物靶向分子的利用，它可以通过抗体抗原反应或

配体受体作用原理实现靶向部位的特异性聚集。当

前已经有多种靶向分子被发现和应用，如肿瘤靶向

分子叶酸、西妥昔单抗（Ｅｒｂｉｔｕｘ）、表皮生长因子受

体酪氨酸激酶抑制剂（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）
［１５～１７］等。因而充

分利用上转换材料的优异特性，把上转换纳米探针

（ＵＣＮｓ）结合生物靶向技术，利用光学的检测手段

可以实现肿瘤的上转换荧光定位。

本文利用上转换纳米粒子，把治疗激光同时作

为监测激光激发定位的上转换纳米探针，在治疗的

同时检测上转换荧光，以实现对肿瘤的热疗过程中

的监测和导向，最后达到精确治疗肿瘤的目的。

２　材料和方法

２．１　纳米粒子的修饰和小鼠处理

表面包裹了多聚乙酰亚胺（ＰＥＩ）的上转换纳米

粒子（ＮａＹＦ４ 和摩尔分数为１０％的Ｙｂ
３＋，摩尔分数

为１％的Ｅｒ３＋，直径为５０ｎｍ，由孔祥贵教授课题组

提供）通过进一步的修饰，使其表面与靶向分子叶酸

结合，该修饰后的纳米粒子在９８０ｎｍ光的激发下可

以发射出５４０ｎｍ和６５４ｎｍ的光子。具体修饰过

程是将１ｍＬ，质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的纳米粒子溶

液和２００μＬ浓缩的乙酸及１０μＬＮ［２（三甲氧基

硅基）丙基］乙二胺／３（２氨乙基）３氨丙基甲氯基硅

烷（ＡＥＡＰＴＭＳ）在室温下搅拌３ｈ。叶酸（７．４ｍｇ）

在３ｍＬ二甲基亚砜ＤＭＳＯ中用１８ｍｇ１乙基３

（３二甲基氨丙基）碳二亚胺盐酸盐 ＥＤＣ 孵育。

３０ｍｉｎ后激活的叶酸慢慢加入上转换纳米粒子，然

后室温下搅拌４ｈ，混合液通过离心（１００００ｒ／ｍ，

１０ｍｉｎ）获取修饰后的纳米粒子。裸鼠（Ｂａｌｃ）购自

中山大学实验动物中心，小鼠背侧种植数量约为１×

１０７ 的肿瘤细胞，待肿瘤长至直径５ｍｍ时使用。

２．２　吸收光谱的测量

水和组织的吸收光谱用 分光 光度 计测量

（Ｌａｍｄａ３５，ＰＥＡ，ＵＳＡ）。取小鼠的皮肤组织，冷冻后

切成１０μｍ厚度后用分光光度计测量５００～１１００ｎｍ

波段的吸收光谱。

２．３　热疗过程中温度的测量和热像

移植了肿瘤的小鼠用巴比妥钠盐麻醉后，用于温

度和热成像监测。用９８０ｎｍ近红外激光（９８０ｎｍ，

ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ ｌａｓｅｒ， ＮＬＦＢＡ３０９８０， ｎＬｉｇｈｔ

ＰｈｏｔｏｎｉｃｓＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，ＷＡ，ＵＳＡ）功率密

度４００ｍＷ／ｃｍ２ 加热小鼠肿瘤部位及周边，红外热像

仪记录温度和成像（ＴＶＳ２００ＥＸＮＥＣＡｖｉｏｉｎｆｒａｒｅｄ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＣｏ．，Ｌｔｄ．Ｊａｐａｎ）。

２．４　上转换纳米探针靶向定位细胞荧光及热疗过

程中上转换荧光的成像

吸取１ｍＬ，质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的上转换纳米

探针溶液置于玻璃皿中，用０～２．５Ｗ的９８０ｎｍ红外

激光激发，设置ＣＣＤ曝光时间为５ｓ来检测荧光强度。

能够大量表达叶酸受体的肺腺癌细胞（ＡＳＴＣａ

１，购自广州中山大学实验动物中心）置于３个细胞

培养皿中［细胞培养基（ＤＭＥＭ），体积分数为１０％

胎牛血清（ＦＣＳ），３７℃］培养，待细胞均匀覆盖培养

皿后再和上转换纳米探针（１ｍｇ／ｍＬ，１００μＬ）孵

育。孵育方法分别是：未修饰叶酸配体纳米探针和

细胞共孵育；用叶酸（浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）封闭细胞

叶酸受体３０ｍｉｎ后，再用修饰叶酸的纳米探针和细

胞共孵育；直接用修饰叶酸的纳米探针和细胞共孵

育。共孵育时间为２ｈ，激发荧光前用磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）溶液洗３次，然后用１００ｍＷ／ｃｍ２，９８０ｎｍ

激光激发ＣＣＤ成像，曝光时间为３０ｓ。

小鼠肿瘤长至直径５ｍｍ时在位注射修饰好的

上转换纳米探针１００μＬ。待扩散吸收４８ｈ后，进行

热疗和荧光成像。小鼠麻醉后用４００ｍＷ／ｃｍ２，

０２７２
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９８０ｎｍ的红外激光激发加热，同时用ＣＣＤ进行弱

光成像，曝光时间３０ｓ，过程如图１所示。

图１ 上转换纳米探针修饰和热疗监测应用简图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＵＣＮｓｓｕｒｆａｃｅ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｆｏｒｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

３　结果与分析

图２显示了水和小鼠皮肤组织的吸收光谱，光

谱显示皮肤组织在近红外吸收略有减少，显然此光

谱段光的穿透能力有所增加，有利于深度照射。造

成近红外辐射热效应的主要原因为水对光能的吸收

和转换，由水的吸收谱可以看出近红外区水的吸收

明显增加，通常生物组织含水量在６０％以上，因此

生物体上热效应主要来源于水对９８０ｎｍ红外光的

吸收。红外光的有效吸收一方面增加了热疗效果，

但另一方面也限制了光的穿透深度，使激光热疗的

加热范围受到了限制。所以治疗中对较深的肿瘤一

般采用分点光纤插入的形式。

图３为在小鼠肿瘤及皮肤上红外激光热疗的升

温和降温过程，可以看到在该功率下的９８０ｎｍ红

外激光照射后，小鼠肿瘤处约２ｍｉｎ便升至治疗需

要的温度，当其达到最高温度４３．２℃时，周围皮肤

的温度仅为４０．２℃或更低。热像显示肿瘤为热区

而且与周围皮肤的温度差异明显，推测主要是因为

肿瘤本身的组织结构不同，对近红外辐射的吸收比

图２ 水和小鼠皮肤组织吸收光谱图。（ａ）去离子水６００μＬ，（ｂ）裸小鼠皮肤冷冻切片１０μｍ厚度

Ｆｉｇ．２ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｗａｔｅｒａｎｄｍｏｕｓｅｓｋｉｎ．（ａ）６００μＬｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ，（ｂ）１０μｍ

ｔｈｉｃｋｓｌｉｃｅｏｆｎｕｄｅｍｏｕｓｅｓｋｉｎ

图３ 小鼠红外激光热疗过程中的热温图。（ａ）肿瘤和正常皮肤升温和降温过程时间曲线，（ｂ）小鼠热疗过程中的热像图

Ｆｉｇ．３ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｈａｒｔｏｆｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌｔｈｅｒａｐｙ．（ａ）ｍｏｕｓｅｓｋｉｎａｎｄｔｕｍｏｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｕｒｉｎｇｈｅａｔｉｎｇ

ａｎｄａｆｔｅｒｈｅａｔｉｎｇ，（ｂ）ｔｈｅｒｍａｌｐｉｃｔｕｒｅｏｆｍｏｕｓｅ
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正常组织强，而且由于血管系统不完善造成散热不

畅，所以温升较快，温度较高。在一定程度上形成了

对肿瘤的选择性治疗，增加了热疗的治疗效率。

由于光传输的限制，激光热疗只能局限在一个

有限的体积内，而这个限制可以用上转换发光材料

实时地显现出来。图４显示了上转换发光材料受激

发时的上转换荧光发光效率［图４（ａ）］，同时在细胞

培养皿中显示了激发光的传输范围对上转换荧光发

光的影响［图４（ｃ）］。图４（ａ）表明上转换发光纳米

材料具有较高的上转换效率，在较低功率的红外激

发光激发下即可发出明显的荧光。并且根据荧光强

度还可以实现近红外光强的监测，了解光功率的分

布情况。由图４（ｃ）可以看到有红外光照且在较低

强度时即可实时观测到明显的上转换荧光，和没有

光照的区域有明显的边界。因此通过可见光成像装

置利用荧光可以实现对红外光照的区域和光照的强

度实时立体的分辨，可以实现对肿瘤热激发功率和

范围的合理配置，通过监测和实时配置使肿瘤各部

分受到均匀光照，均匀加热。

图４ （ａ）上转换纳米探针的荧光和激发功率关系；（ｂ），（ｃ）上转换荧光靶向定位细胞后强度和成像

Ｆｉｇ．４ （ａ）ＬｉｇｈｔｆｌｕｅｎｃｅｒａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｆｏｌａｔｅＵＣＮｓｕｎｄｅｒ９８０ｎｍｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ；

（ｂ），（ｃ）ｓｐｅｃｉｆｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄｉｍａｇｉｎｇｏｆｆｏｌａｔｅＵＣＮｓ

　　另外图４（ｂ），（ｃ）显示经过靶向修饰的纳米探

针孵育细胞后具有最强的上转换荧光，表明修饰的

上转换纳米探针可以高效地定位吸收到富含叶酸受

体的细胞上，而没有经过叶酸修饰的或叶酸受体预

先被配体封闭的细胞则探针吸收效率明显降低。

图５则表明在小鼠活体热疗时，监测到的肿瘤

定位荧光。由图可以看到，在热疗的同时可以进行

上转换荧光的监测，并且可以实时清晰地监测到肿

瘤的光加热情况。

４　讨　　论

激光热疗通过激光照射实现加热，热疗时需要

组织对照射光能具有一定程度的吸收以转换为热能

加热组织，但是因此也限制了照射光的组织穿透深

度。９８０ｎｍ近红外光具有良好的热效应和较好的

组织穿透能力，但照射深度依然有限，因此热疗时往

往通过插入光纤进行辅助治疗。肿瘤治疗过程中照

射光的分布和治疗边界的确认尤其重要，实验显示

上转换纳米探针具有灵敏的上转换激发特性，可以

在低功率红外光激发下发出较强的可见波段的荧

光，因此应用定位的上转换纳米探针可以方便实时

地确认所需要的上述信息，再结合温度监测便可以

实时地调节治疗方案，进而提供精确的治疗。

实验表明，经过靶向修饰的上转换纳米探针可

以高效定位到肿瘤细胞上，从而为纳米探针的在体

定位提供了可能性。作为初步实验，实验中采用的

是肿瘤在位注射定位吸收的方法，并用ＣＣＤ外部监

测成像。实际应用中则可以采用生物分子靶向的特

２２７２
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图５ 注射修饰好的上转换纳米探针１００μＬ扩散４８ｈ后

近红外热疗时定位肿瘤的上转换荧光实时活体成

　　　　　　　　　像检测

Ｆｉｇ．５ Ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｕｓｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｕｒｉｎｇｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌｔｈｅｒａｐｙａｆｔｅｒ

　　ｂｅｉｎｇｉｎｊｅｃｔｅｄｂｙ１００μＬＵＣＮｓｆｏｒ４８ｈ

性，通过小鼠尾静脉注射修饰好的上转换纳米探针，

待其自然在肿瘤上定位聚集后再进行照射。这样可

以实现热疗时肿瘤组织和正常组织的区分，避免错

误照射造成的不必要损伤。另外，实际操作中可使

用双向光传输光纤使照射和监测更加精确，从而为

肿瘤的治疗提供更精确的导向。

当然，该技术在应用过程中还有许多问题需要

做进一步探讨和改进。例如：纳米探针上修饰的靶

向分子的种类决定了探针的定位，高特异性、高效肿

瘤定位的靶向分子能够提高纳米探针在肿瘤部位的

聚集浓度，增强荧光成像对比度，因此选择何种靶向

分子是实现定位的关键。而且在体传输过程中靶向

纳米探针要越过多重生物屏障才能到达靶向部位，

探针的生物兼容性和修饰分子在纳米粒子上的稳定

性也会影响靶向的结果。另外，纳米探针对机体的

毒性影响，纳米粒子的粒径对靶向吸收的影响，探针

定位聚集和代谢排除之间的矛盾等问题都有待进一

步研究。相信随着对上述问题的进一步分析和解

决，最终该技术有望付诸实际监测应用。

５　结　　论

靶向修饰的上转换纳米探针保持了灵敏的上转

换激发特性，低功率的红外激发即可以发出较强的

可见波段的荧光。修饰后的上转换纳米探针在肿瘤

细胞上的高效定位，证明了应用该纳米探针实现在

体定位的可能。同时，在体实验结果表明靶向的上

转换纳米探针的应用能够较好地实现激光热疗时肿

瘤组织和正常组织的区分，从而为肿瘤的治疗过程

提供实时的荧光监测和精确的导向。
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重复频率２５０犕犎狕掺铒光纤飞秒激光器
　　基于光纤飞秒激光器的光学频率梳是频率梳发

展的方向。光学频率梳要求重复频率在２００ＭＨｚ

以上。但光纤激光器受光纤长度的限制，重复频率

即光梳的梳齿频率间隔不容易做得很高。德国

ＭｅｎｌｏＳｙｓｔｅｍ公司基于光纤激光器的光梳系统的

重复频率是２５０ＭＨｚ，但是其抽运激光功率超过

２Ｗ，单管半导体激光器很难达到，需要复杂的合束

系统；麻省理工学院也报道了重复频率为３０１ＭＨｚ

的掺铒光纤激光器，其抽运功率为１．４Ｗ，而输出功

率仅有６１ｍＷ；在小功率抽运高重复频率激光器方

面，只有台湾工业技术研究院的小组报道的重复频

率３００ ＭＨｚ的掺铒光纤激光器，输出功率为

６０ｍＷ，带宽约为３０ｎｍ，对应脉宽９３ｆｓ。北京大

学研究组于２０１０年年初实现了在小抽运功率下在

掺铒光纤激光器重复频率达到２２５ＭＨｚ的锁模运

转，脉宽达３７．４ｆｓ。最近，通过进一步缩短光纤，重

复频率已经达到２５０ＭＨｚ。

在提高脉冲的重复频率即缩短腔长方面，采取

了如 下 措 施：采 用 高 增 益 光 纤 （Ｌｉｅｋｋｉ１１０４／

２５０）；将光纤式隔离器替换为４ｍｍ薄的空间隔离

器；采用小焦距的准直器，以减小准直器的尾纤长

度。同时，根据增益光纤以及激光器中所用其他光

纤的色散率数据［掺铒增益光纤：０．０１１ｐｓ
２／ｍ；准直

器：０．０２３ｐｓ
２／ｍ；单模光纤（ＳＭＦ２８）：０．０２３ｐｓ

２／ｍ］

计算出了最佳长度比例来平衡正负色散，以改进锁

模状态。激光器各部分结构长度参数为：增益光纤：

３５．５ｃｍ；波分复用器（ＷＤＭ）：２７ｃｍ；准直器：两

个，各５．５ｃｍ；空间光路：６．５ｃｍ。总长为８０ｃｍ。

图１ （ａ）锁模脉冲列示意图，重复频率２５０．３ＭＨｚ，（ｂ）锁模脉冲光谱图，中心波长１５５０ｎｍ，半峰全宽５８ｎｍ，

傅里叶变换受限脉宽为４５．５ｆｓ

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｏｄｅｌｏｃｋｅｄｐｕｌｓｅｗｉｔｈｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ２５０．３ＭＨｚ，（ｂ）ｍｏｄｅｌｏｃｋｅｄｐｕｌｓｅｓｐｅｃｔｒｕｍ．

ｃｅｎｔｅｒｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｉｓ１５５０ｎｍ，ＦＷＨＭｉｓ５８ｎｍ，Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｌｉｍｉｔｅｄｐｕｌｓｅｗｉｄｔｈｉｓ４５．５ｆｓ

　　实现锁模的抽运功率阈值为６００ｍＷ。在

７００ｍＷ半导体激光器抽运下，最高平均输出功率

７０ｍＷ，与其他小功率抽运下的研究结果相比，我

们的输出脉冲功率高，脉宽窄。这种能在小功率抽

运下输出高功率、窄脉宽脉冲的技术是本研究小组

研究成果特色之一。脉冲的重复频率和光谱图如

图１所示。光谱范围覆盖为１４５０～１６５０ｎｍ，其半峰

全宽（ＦＷＨＭ）约为５８ｎｍ，对应的傅里叶变换受限

脉冲宽度为４５．５ｆｓ。
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