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摘要　双光子荧光寿命成像技术在对生物组织进行高分辨三维成像的同时能获得生物组织的生化特性信息,实现

结构和功能的精细定量表征,为生物组织的非侵入、无标记、活体成像提供了一种强有力的工具.该技术在肿瘤检

测方面具有广阔的临床应用前景,已成为当前生物医学领域研究的热点之一.首先简要介绍了双光子荧光寿命的

概念和常用检测方法;其次,结合课题组开展的胃癌和神经胶质瘤诊断等相关研究成果,详细介绍了双光子荧光寿

命成像技术在消化道肿瘤、脑肿瘤及皮肤癌等肿瘤检测方面的最新研究进展;最后展望了该技术在未来临床应用

中的潜在优势和可能面临的挑战.
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Abstract　TwoＧphotonexcitationfluorescencelifetimeimagingisaningenioustechnique whichcanprovideboth
morphologicalandbiochemicalinformationoftissuesinthreeＧdimensionalspacewithsubcellularresolution敭Thestructural
andfunctionalpropertiesoftissuecanbequantitativelycharacterizedindetail敭Therefore thistechniqueprovidesapowerful
toolforthenoninvasive labelＧfree intravitalimagingofbiologicaltissues andwhichispromisingtobeappliedinclinical
diagnosisoftumors敭Inrecentyears thistechnologyhasbeenusedtodetecttumors andwhichhasalreadybecomeoneof
theresearchfociinthefieldofbiomedicine敭Inthisreviewpaper firstly theconceptofthetwoＧphotonexcitation
fluorescencelifetimeandcommonfluorescencelifetimedetectionmethodsareintroducedsimply secondly wesummarize
therecentprogressesofusingtwoＧphotonexcitationfluorescencelifetimeimagingtodetectvarioustumors including
digestivetracttumors braintumors skintumors andsoon andamongthem ourresultsonthedetectionofgastric
cancersandgliomaareelaboratelydepicted Finally thepotentialadvantagesandpossiblechallengesofthistechnologyin
futureclinicalapplicationareprovidedanddiscussed敭
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１　引　　言

光学显微镜凭借其高分辨率、非接触、无损伤、
快速成像的优点,成为生物医学研究的重要工具.
光学显微成像技术的每一次进步都极大地推动了生

命科学、基础医学及临床诊断学的发展.２０世纪以

来,光学显微成像领域取得了突飞猛进的发展,涌现

出了众多新的技术和方法,包括共聚焦显微成像、双
光子显微成像、光片照明显微成像、超分辨显微成像

等等(对这些技术的详细介绍和对比参见文献[１Ｇ
３]).在这些显微成像技术中,双光子显微成像是最

具里程碑意义的技术之一,而荧光寿命检测技术则

为双光子显微成像开辟了全新的探测功能.
双光 子 显 微 成 像 技 术 是 由 Webb教 授[４]于

１９９０年最先实现的,该技术利用双光子激发的荧光

信号进行三维显微成像.利用低散射的近红外光进

行局域激发的特性使得这项技术具有低的光漂白和

光毒性、超强的组织穿透能力、亚细胞水平的分辨率

以及固有的层析能力等优势.此外,该技术还能够

利用内源性光学标志物获得对比度,实现无标记成

像[５Ｇ７].鉴于以上优势,双光子显微成像技术被认为

是目前最适宜于活体光学显微成像的技术之一[６],
该技术逐步成为研究肿瘤以及老年痴呆症等疾病发

生、发展和潜在治疗方法的有力工具[５].此外,双光

子显微成像技术非侵入性和能够实现无标记成像的

特点,以及在成像深度和分辨率方面的优势使其成

为了最具应用潜力的临床研究工具之一.目前,该
技术已经成功用于肿瘤、组织病变、控制药物释放、
活体药物筛选等的临床研究中[８].

荧光寿命检测是指利用时间分辨技术来检测荧

光强度衰减的动态过程.在高能量光的激发下,荧
光物质会跃迁至不稳定的激发态,在其返回至稳定

基态的过程中会辐射出荧光光子.所以,荧光寿命

反映了荧光物质在激发态停留的平均时间[９].类似

于荧光光谱,荧光寿命是荧光物质的另一项重要特

性.荧光寿命探测突破了传统稳态荧光探测的限

制,为 荧 光 成 像 增 加 了 一 个 独 立 维 度 的 全 新 信

息[１０Ｇ１２].由于荧光团从激发态到基态的跃迁过程极

易受分子局部环境的影响,所以荧光寿命还能够灵

敏地反映分子所处环境的pH、温度、氧浓度、离子

浓度、酶活性以及分子构型等[１１Ｇ１４].例如,自由态还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)的荧光寿命

为几百皮秒,而蛋白绑定 NADH 则有几个纳秒的

荧光寿命[１５].另外,荧光寿命测量通常独立于荧光

物质的浓度和量子产率[１１Ｇ１４].因此,利用时间分辨

荧光探测技术研究生物系统具有诸多独特优势:１)
荧光寿命特性为区分发射光谱重叠的荧光物质提供

了一个额外的对比参数,使得光谱重叠但荧光衰减

时间不同的生物分子能够得到有效分辨[１１,１６];２)荧
光寿命测量对生物组织微环境各项参数的敏感性使

其能够用于检测局部环境参数和研究蛋白之间的相

互作用[１１,１３];３)由于组织中荧光物质的浓度通常是

未知的、不断变化的,因而荧光寿命独立于荧光物质

浓度和量子产率的特性使其相比于稳态荧光探测技

术,能够实现更为准确的在体定量测量[１１,１３].基于

以上优势,荧光寿命成像技术获得了研究人员的极

大关注,该技术已被广泛应用于生物物理学和医学

诊断研究中[１６].
双光子显微成像技术与荧光寿命探测技术的结

合开创了一个优势互补的共赢局面.一方面,双光

子显微成像技术不仅能够提供荧光寿命探测所需的

脉冲激发光源,而且得益于其固有的层析能力,该技

术能够有效避免对厚组织进行荧光寿命测量时,不
同深度信号之间的串扰[１３];另一方面,与荧光寿命

探测技术的结合使得双光子显微成像技术能够提供

多个维度的荧光信号探测模式,无论是功能还是应

用范围都得到了拓展,进而为生物医学以及临床诊

断提供了一种全新的研究手段[１２].国际上许多领

先的科研团队已在积极开展与双光子荧光寿命成像

相关的仪器设备、数据分析技术,以及生物医学和临

床应用等方面的研究,并取得了诸多突破[１２].国内

目前还处于起步阶段,仅有少数几个科研团队在从

事相关研究.其中,深圳大学屈军乐教授团队长期

致力于双光子荧光寿命成像技术及其在生物医学应

用方面的研究,目前已经将该技术应用于肿瘤的机

理和诊断方法研究以及分子诊断技术研究上[１７Ｇ２０].
本课题组在这方面也有着深厚的积累,当前正在开

展基于双光子荧光寿命的消化道良恶性疾病及脑肿

瘤诊断方面的研究.本文将简要概述双光子荧光寿

命的概念和常用检测方法,结合本课题组的最新研

究成果,总结双光子荧光寿命成像应用于肿瘤检测

方面的研究进展,最后展望该技术在未来临床应用

中可能面临的挑战与潜在优势.

２　双光子荧光寿命原理、检测方法和

成像系统

２．１　双光子荧光寿命基本原理

双光子显微成像基于双光子激发实现.双光子

０２０７０１０Ｇ２
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激发是一个非线性光学过程,即荧光分子同时(约

０．５fs之内)吸收两个光子,从基态跃迁至激发态,然
后通过各种辐射或非辐射衰变路径返回至基态.其

中一种衰变路径是自发辐射,分子通过这种方式发出

一个光子,即产生双光子激发荧光[５].双光子荧光寿

命就是指双光子激发荧光的寿命.从概念上讲,荧光

寿命是荧光物质被激发后停留在激发态的平均时

间[１１],物理上定义为荧光强度衰减到其最大强度的

１/e所需的时间[１２,１４,２１].具体来讲,激发停止后,分子

的荧光强度会随时间衰减.对于特定的荧光分子而

言,这一过程可以用一个单指数函数来描述:

I(t)＝I０e－t/τ, (１)
式中τ为荧光寿命;t为时间;I０ 为最大荧光强度,
即t＝０时的荧光强度.

其中,

１/τ＝∑ki, (２)

ki 为每种衰变路径的比率,至少包含自发辐射比率

kf[１２,１４,２１].
生物样本包含了大量的内源性荧光分子,同时

生物医学研究常常需要引入外源性荧光标记.因

此,生物组织中细胞的荧光衰减通常近似于一个由

若干种荧光分子的单指数衰减函数线性叠加得到的

多指数函数F(t),其表达式为

F(t)＝∑
i
aie－t/τi, (３)

式中τi 为第i种荧光分子的荧光寿命,ai 为权重

因子[２１].

２．２　双光子荧光寿命主要检测方法

目前,国际上已经发展了一系列能够与双光子

显微成像结合起来的荧光寿命检测技术.从信号处

理的角度出发,这些技术大致可以分为频域检测技

术和时域检测技术两类[１１,１３,２１].

２．２．１　频域检测技术

频域检测技术采用经过调制的激发光激发样品,
并通过测量在一个或多个调制频率下荧光信号相对

于调制激发光的相移和调制度来计算荧光寿命.样

品产生的荧光信号与经过调制的激发光具有相同的

频率,但相位会发生延迟,调制度降低.相位和调制

度的改变均依赖于荧光寿命τ和调制频率ω:

tanΔφ＝ωτ, (４)

Mf

Mex
＝
Af/Df
Aex/Dex

＝
１

１＋ω２τ２
, (５)

式中Δφ为荧光相对于激发光的相移,Mex和Mf 分

别为激发光和荧光的调制度,Aex和Af 分别为激发

光信号和荧光信号的振幅,Dex和Df 分别为激发光

信号和荧光信号的平均值.因此,通过测量相移或

调制度 都 能 够 计 算 出 荧 光 寿 命 (如 图 １(a)所

示)[１１,１３,１６,２１].在荧光分子种类不唯一的情况下,为
了得到不同组分的荧光寿命,必须测量多个调制频

率下的相移和调制度.虽然相移和调制度都可以用

来确定荧光寿命,但在实践中,采用相移测量荧光寿

命能够获得更加准确的结果,因而其应用更为普遍.
在双光子显微成像中,激发光源为高重复频率(７８~
９０MHz)的飞秒脉冲激光.该激光信号包含重复频

率所有级次的谐波.采用频域技术检测双光子荧光

寿命,即测量双光子荧光信号在激发光多次谐波下

的相移和调制度[１３].
值得注意的是,频域技术能够适应较宽的荧光强

度变化范围,耐受极高的荧光强度,但是在荧光较弱

的情况下,其探测效率会急剧下降.这涉及到复杂的

电子设计原理及相关应用,具体可参见文献[１３].

２．２．２　时域检测技术

时域技术直接记录荧光分子被一个极短的脉冲

光激发之后,其荧光强度随时间的变化过程,即荧光

衰减曲线,可通过对其进行单指数或多指数拟合计

算出荧光寿命.从电子学角度来讲,具体的记录方

法又可以分为模拟技术和数字(光子计数)技术两

类[１３].模拟技术将探测信号视为一个连续的波形,
通过控制时间门在信号上顺序偏移并记录时间门内

信号的幅度来获取荧光衰减曲线[１３,２２].光子计数

技术将探测信号视为单个光子脉冲的随机序列.探

测器输出一个脉冲就表示探测到了一个光子.累计

光子脉冲在一系列序列时间通道内的个数,即通过

脉冲信号的密度而不是幅度来对输入探测器的荧光

强度进行时域记录[１３,２２].
相对于模拟技术而言,光子计数技术具有若干

优势.１)探测器的随机放大过程会造成单光子脉冲

的幅度出现显著抖动,即增益噪声,同时测量系统中

还存在电子噪声.在模拟记录中,增益噪声和电子

噪声都会叠加到测量结果上.光子计数技术仅考虑

光子脉冲的个数,增益噪声不会对其产生干扰;而电

子噪声的幅度又小于光子脉冲的幅度,也不影响光

子计数.因此,相对于模拟技术而言,光子计数技术

具有显著提升的信噪比.２)光子计数技术能够精确

地测量光子脉冲到达的时间,因而其测量带宽仅受

限于探测器输出脉冲的渡越时间涨落而非光子脉冲

的宽度.探测器单光子脉冲的渡越时间涨落通常比

其脉冲宽度小一个数量级.因此,对于相同的探测

０２０７０１０Ｇ３
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图１ 常用荧光寿命检测方法的基本原理[１１,１３Ｇ１４,１６,２２].(a)频域检测技术;(b)时间相关单光子计数技术

Fig敭１ Principleofcommonfluorescencelifetimedetectionmethods １１ １３Ｇ１４ １６ ２２ 敭 a FrequencyＧdomaindetectiontechnique 

 b timeＧcorrelatedsinglephotoncounting TCSPC technique

器而言,光子计数技术具有比模拟技术更高的时间

分辨率和信噪比,这些特点使得光子计数技术在探

测寿命较短且信号微弱的荧光方面独具优势[１３,２２].
时间相关单光子计数(TCSPC)是光子计数技

术的最典型代表.TCSPC技术适用于探测低强度、
高重复频率的荧光信号,如生物组织的双光子激发

荧光.凭借记录单个光子脉冲在信号周期内出现的

时间,并在每个时间点累计有光子脉冲出现的信号

周期的个数,就可以建立起光子数随时间分布的直

方图,从而得到荧光衰减曲线,进而可以计算荧光寿

命(图１(b)).TCSPC技术能够以极高的时间分辨

率和接近理想的效率记录荧光信号,是目前唯一能

够可靠地分辨组织自发荧光寿命组分的荧光寿命检

测技术.随着电子技术的迅猛发展,TCSPC技术取

得了突破性进展,进入到了高级 TCSPC阶段.高

级TCSPC器件将所有必需的模块集成在一个电路

板上,采用多维记录方法对荧光信号进行记录.该

技术不仅能够记录信号周期内光子密度随时间的变

化,还能够同步记录光子密度随波长、空间坐标、距
离成像开始时间等其他参数的变化.高级TCSPC
技术具有的高时间分辨率、高精度、高灵敏度、高效

率,以及多维探测的优势使其在生物医学领域得到

了广泛应用[１１,１３,２１Ｇ２２].

２．３　双光子荧光寿命典型成像系统

典型的双光子荧光寿命成像系统[２３]如图２所

示.当分别采用时域和频域技术进行荧光寿命探测

图２ 典型的双光子荧光寿命成像系统示意图

Fig敭２ SchematicoftypicaltwoＧphotonexcitation
fluorescencelifetimeimagingsystem

时,系统分别采用飞秒激光和飞秒激光的多次谐波

作为样品的激发光源[１３].在系统中,激发光通过一

对扫描振镜扫描样本平面实现成像.具体来讲,经
过扫描振镜的激发光在通过二向色镜之后,由物镜

聚焦到样本上.激发出的双光子激发荧光信号被同

一物镜收集;接着,荧光信号经上述二向色镜反射之

后与激发光分离,随后进入探测器;最后,探测器将

探测到的信号输入荧光寿命探测模块进行处理.就

频域探测而言,荧光寿命探测模块测量荧光信号相

对于激发光信号的相位和调制度;而在时域探测中,
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该模块记录荧光信号的衰减曲线[１３].对以上测量

结果进行处理和分析后,系统将输出样品具体的荧

光寿命信息和荧光寿命图像等.

３　双光子荧光寿命成像在肿瘤检测方

面的应用

双光子荧光寿命成像的一个关键优势是能够基

于自发荧光反映细胞和组织的代谢状态[２２],这为该

技术用于肿瘤诊断提供了基础.具体来讲,细胞的

能量主要来自糖代谢.正常细胞在有氧条件下通过

氧化磷酸化进行代谢,而在缺氧条件下采用糖酵解

方式进行代谢.与正常细胞不同,肿瘤细胞即使在

供氧充足的条件下也多选择糖酵解途径作为主要的

产能方式,这种现象被称为“Warburg效应”[２４].

NADH和氧化型腺嘌呤黄素二核苷酸(FAD)作为

细胞内自发荧光的主要来源[７],在细胞代谢过程中

分别扮演主要电子供体和受体的重要角色[２５].众

所周 知,自 由 和 蛋 白 绑 定 NADH 的 比 率 以 及

NADH和FAD 的 比 率 能 够 反 映 细 胞 的 代 谢 状

态[２６Ｇ２７].正常细胞和肿瘤细胞不同的代谢方式导致

两者所含 NADH、FAD等内源性光学标志物的浓

度和状态存在差异[２８Ｇ２９],而蛋白绑定、与细胞膜或脂

质颗粒关联等状态的改变可能会导致这些物质在活

体内的荧光量子产率[７]和荧光衰减时间发生显著变

化[１５,３０].另外,细胞色素氧化磷酸化受血红素管

控,肿瘤细胞优先通过糖酵解途径产能使其对血红

素的需求量较正常细胞明显降低,所以肿瘤细胞能

够选择性地积累血红素的前体(PpIX).PpIX也是

一种内源性光学标志物,能够产生红色荧光.但一

般情况下,肿瘤组织自然积累的PpIX量较少,荧光

信号较弱.成像中通常需要外源引入PpIX的前

体———氨基酮戊酸(ALA),使PpIX在肿瘤组织中

有足够的积累,才能使正常组织和肿瘤组织具有较

好的对比度[３１].因此,依赖NADH、FAD、PpIX等

内源性光学标志物对组织进行双光子荧光寿命成像

能够揭示正常细胞和肿瘤细胞的代谢差异,在实现

细胞水平的肿瘤精确诊断上具有一定潜力,临床应

用意义重大.目前,NADH 和FAD的双光子荧光

寿 命 成 像 已 经 被 用 于 癌 前 病 变 以 及 癌 症 的 检

测[３２Ｇ３５],而癌细胞水平以及肿瘤动物模型水平的

PpIX双光子荧光寿命成像研究也在积极开展[３６Ｇ３７].
基于上述内源性光学标志物的双光子荧光寿命

成像研究所覆盖的肿瘤检测领域涉及消化道肿瘤、
脑肿瘤以及皮肤癌等多种肿瘤.在消化道肿瘤和脑

肿瘤检测方面,虽然目前的研究还十分有限,但具有

巨大的临床转化和应用前景.皮肤癌变,尤其是黑

色素瘤、基底细胞癌等已成为当前双光子荧光寿命

成像应用的主要检测领域之一,具有相对较多的临

床试验数据支持.

３．１　消化道肿瘤

消化道是消化系统的重要组成部分,起自口腔,
终于肛门,包括口腔、食管、胃、小肠(十二指肠、空
肠、回 肠)和 大 肠(盲 肠、结 肠、直 肠、肛 管)等 部

分[３８].在我国发病率和死亡率排名前五及全球发

病率和死亡率排名前十的癌症中,消化道肿瘤就占

了三个[３９Ｇ４０].因此,消化道肿瘤的早期诊断和治疗

意义重大.
目前,已有研究将双光子荧光寿命成像技术应

用于口腔癌、结肠直肠癌等消化道恶性肿瘤的检测,
并取得了较好的效果,如图３所示.在口腔癌检测

方面,Rück等[４１]基于自由和蛋白绑定的NADH从

代谢的角度研究了不同类型鳞状细胞癌细胞系和正

常口腔黏膜细胞的差异.结果表明,与正常细胞相

比,癌变细胞的平均荧光寿命更长,NADH 总量减

少,自由和蛋白绑定 NADH 的比率下降.Teh[２３]

和Skala等[３３,４２]基于NADH和FAD同样从细胞代

谢的角度出发,通过二甲基苯并蒽(DMBA)诱导的

仓鼠颊囊黏膜癌模型证实了双光子荧光寿命成像技

术具有分辨口腔癌癌前病变以及早期癌症的能力

(如图３(a~c)所示,右下角数字表示距离组织表面

的深度,单位为μm).除了基于NADH和FAD这

两种与细胞代谢紧密相关的内源性荧光物质以外,
利用其他内源性荧光标志物的研究也在积极开展.
例如,Shen等[４３]基于内源性胆红素进行了细胞水

平的口腔癌检测研究,发现口腔癌细胞(＞３３０ps)
比正常口腔胶质细胞(２５０ps)具有更长的荧光寿

命.Teh等[２３]基于角蛋白、胶原蛋白、色氨酸等开

展了动物模型水平的口腔癌检测研究,提炼出了包

含组织结构(荧光强度和光谱的三维空间分布)和生

化特性信息(与荧光寿命相关的参数)的十多个癌前

病变及早期癌症诊断指标.在结肠直肠癌的检测方

面,Lakner等[４４]基于人克隆结肠腺癌细胞(CacoＧ２
细胞)在体外构建了结肠直肠癌的三维腔体模型,
通过对NADH信号成像,阐述了双光子荧光寿命

成像能很好地表征组织代谢状态的变化.这再次

证实 了 该 技 术 应 用 于 肿 瘤 检 测 的 潜 力.Adur
等[４５]基于NADH和FAD对正常和癌变的人体结

肠隐窝进行双光子荧光寿命成像,结果表明,与正
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常结肠黏膜相比,结肠腺癌细胞的平均荧光寿命

更长(如图３(d~g)所示,方框标记区域所示为荧

光寿命编码图像,其右侧所示为相应的荧光寿命

概率分布图),细胞外基质胶原纤维的含量和排布

角度显著改变.以上研究表明,正常组织、癌变前

病变组织以及癌变组织在双光子荧光强度和光谱

三维空间分布表征的形态结构方面,以及双光子

荧光寿命相关参数表征的内在生化特性方面存在

差异,利用该技术有可能实现口腔癌、结肠癌和直

肠癌等消化道肿瘤的诊断.然而,将该技术应用

于食管癌和小肠癌检测的研究目前还未见报道,
应用于胃癌相关的研究也十分罕见.

图３ 基于仓鼠颊囊口腔癌模型活体获取的诊断为(a)正常、(b)低级别癌前病变和

(c)高级别癌前病变组织的NADH荧光寿命编码图像[３３];基于NADH信号获取的(d)正常的和(e)癌变的人结肠隐窝组织的

离体成像结果;基于FAD信号获取的(f)正常的和(g)癌变的人结肠隐窝组织的离体成像结果[４５]

Fig敭３ NADHlifetimeＧcodedimagesoftissuesdiagnosedas a normal  b lowＧgradeprecancer and

 c highＧgradeprecanceracquiredfromthehamstercheekpouchmodeloforalcancerinvivo ３３  
exvivoimagingofhealthy d andcancerous e humancoloniccryptsbasedonNADH exvivoimagingof

 f healthyand g canceroushumancoloniccryptsbasedonFAD ４５ 

　　Li等[４６]首次基于时间与光谱分辨的双光子显

微成像系统研究了双光子成像技术应用于胃癌诊断

的可行 性.该 系 统 采 用 TCSPC 模 块(SPCＧ１５０,

Becker& HicklGmbH)获取荧光寿命信息,同时

结合 分 光 模 块 和１６通 道 高 灵 敏 度 光 电 倍 增 管

(PMT)(PMLＧ１６ＧC,Becker& HicklGmbH)实现

荧光光谱探测.系统横向、纵向的分辨率分别为

２８０nm和１．５μm,时间分辨率为皮秒量级,光谱分

辨率和光谱探测宽度分别为１２．５nm 和２００nm.
通过７５０nm波长的激发,重点基于内源性NADH
信号和胶原纤维产生的二次谐波信号对正常和癌变

的新鲜人体胃黏膜组织进行了成像研究,结果如图

４所示.在图４中:黄色、品红色和大红色箭头分别

指示黏膜上皮细胞、癌变的肠细胞和癌变的杯状细

胞;“∗”和“△”分别指示间质组织和胃小凹.实验

发现,依据双光子荧光寿命和光谱信息能够清楚地

分辨黏膜上皮、间质组织、胃小凹等黏膜表面结构组

分,如图４(a)、(d)、(g)所示.基于对以上结构组分

的识别,正常和癌变组织表现出截然不同的三维结

构特征.在正常组织中,分布于黏膜上皮细胞细胞

质顶部的黏液分泌颗粒没有荧光信号,依据其顶部

的空泡状结构,单个黏膜上皮细胞清晰可辨.胃小

凹之间的间质组织较窄,含极少量的胶原纤维和浆

细胞,甚至在浅层不可见.胃小凹在浅层呈现分枝

状的开口,在底部呈卵圆形,如图４(a)、(d)、(g)所
示.肠型腺癌组织的上皮呈现出与肠上皮极为相似

的结构,可见癌变的空泡状杯状细胞和肠细胞.肠

细胞的细胞质表现出较强的荧光信号,而其底部的

细胞核信号微弱.间质组织明显变宽,其中可见胶

原纤维和大量炎性细胞.胶原纤维在荧光光谱图中

呈现蓝紫色,炎性细胞在荧光寿命和荧光光谱图中

分别呈现橘黄色和黄色.胃小凹变得模糊不清,如
图４(b)、(e)、(h)所示.神经内分泌癌组织完全失

去了规则的黏膜表面结构,仅可见密集排布且难以

分辨的肿瘤细胞聚集成团块状,如图４(c)、(f)、(i)
所示.整体而言,与正常组织相比,癌变组织的荧光

寿命明显变短,荧光光谱发生红移,神经内分泌癌组

织尤为明显(图４).这与癌变导致的细胞代谢状态

的改变紧密相关.以上结果表明,仅仅依赖内源性

荧光物质,时间和光谱分辨的双光子显微成像技术

能够揭示新鲜胃黏膜组织亚细胞水平的三维形态结

构和生化特性,因而在诊断各种类型的胃癌方面具
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图４ 正常和癌变人体胃黏膜组织的(a~c)荧光寿命编码

图像和(d~i)荧光光谱编码图像.(a)、(d)、(g)正常组织;
(b)、(e)、(h)肠型腺癌;(c)、(f)、(i)神经内分泌癌

Fig敭４  aＧc FluorescencelifetimeＧcodedimagesand

 dＧi fluorescencespectraＧcodedimagesofnormaland
canceroushumangastricmucosa敭 a   d   g normal
tissue  b   e   h intestinalＧtypeadenocarcinoma 

 c   f   i neuroendocrinecarcinoma

有巨大潜力.

３．２　脑肿瘤

脑肿瘤是我国十大常见癌症之一[３９],大多呈浸

润性生长,无明显边界,导致手术难以彻底切除,且
容易伤及正常脑功能[４７].检测脑肿瘤,实现其边界

的精准识别,从而在彻底切除肿瘤组织的同时,最大

程度地保留脑功能区和神经传导束,能够有效降低

复发率,显著提高预后[４８].
目前,国际上已经涌现出若干基于双光子荧光

寿命成像技术检测脑肿瘤的探索性研究.自２００６
年起,Kantelhardt等[３２,３４,３７,４９]从细胞、动物模型、人
离体组织到活体临床试验,开展了一系列针对神经

胶质瘤边界识别的双光子荧光寿命成像研究(图

５).首先,他们基于内源性荧光标志物,通过培养的

神经胶质瘤细胞、正常小鼠脑组织切片、小鼠原位神

经胶质瘤组织以及不同类型的人体神经胶质瘤样本

研究了肿瘤细胞、正常脑组织、实体瘤以及肿瘤边界

的结构和光化学特征.结果显示,内源性荧光标志

物的双光子荧光寿命成像能够提供肿瘤、肿瘤入侵

区域以及邻近正常脑组织细胞水平的高分辨显微结

构,并依赖荧光寿命区分肿瘤组织和正常脑组织,如

图５(a~c)所示[３２,３４].进一步为了实现更具特异性

的脑肿瘤识别,Kantelhardt等[３７]在研究中引入了

５ＧALA诱导的PpIX.与正常组织相比,肿瘤细胞

能够选择性地积累PpIX[３１],因而具有明显增强的

PpIX荧光.通过对小鼠原位神经胶质瘤组织的离

体成像研究,他们发现双光子显微成像能够实现肿

瘤细胞和邻近正常脑实质亚细胞水平的区分,并且

与正常组织相比,肿瘤组织的双光子荧光寿命明显

更长.这表明仅仅依赖荧光寿命这一个定量参数就

能 够 定 义 和 显 示 脑 肿 瘤 边 界[３７].２０１６ 年,

Kantelhardt等[４９]开始了相关的活体临床试验.他

们采用JenlabGmbH公司研发的双光子荧光寿命

成像系统———MPTflexTM,基于内源性荧光物质对

胶质母细胞瘤患者进行了术中成像,这是目前首次

将双光子荧光寿命成像技术应用于术中脑肿瘤成像

的研究.他们在活体中观察到了蛛网膜和实体瘤组

织,并发现两者的显微结构和荧光寿命存在差异,如
图５(d)~(g)所示.此外,Zanello等[５０]同样基于

双光子自发荧光信号,对世界卫生组织分级为I级

和II级的人体脑膜瘤样本进行了成像研究.他们

的 分 析 结 果 显 示,所 探 测 到 的 自 发 荧 光 包 含

NADH、FAD、脂褐素、卟啉,以及氯信号,基于检测

这些内源性荧光物质的双光子显微成像能够提供与

临床诊断“金标准”———组织病理学成像非常近似的

组织结构.另外,从I级到II级,自发荧光强度明显

上升,荧光寿命也发生了显著变化.以上研究表明,
双光子荧光寿命成像提供了一种高分辨率且能够同

时输出结构和光化学信息的非侵入式光学组织分析

技术,依赖该技术能够实现正常脑组织和脑肿瘤组

织的区分.该技术的进一步发展将有可能为术中脑

肿瘤切除边界的识别和残余肿瘤组织的检测提供强

有力的工具.
然 而,代 谢 状 态 是 机 体 的 生 命 特 征,

Kantelhardt[３２,３４,３７,４９]以及Zanello等[５０]从培养的细

胞和离体组织中获得的结论无法直接推演到活体状

态下;而Kantelhardt等[４９]的活体研究一方面缺乏

典型正常脑组织结构和脑肿瘤边界的成像结果,另
一方面 MPTflexTM系统的时间分辨率(２００ps)[４９]

与脑肿瘤和正常脑组织双光子自发荧光的寿命差异

(２００~４００ps)[３２,３４]相当,无法满足脑肿瘤边界识别

研究的需求.总而言之,目前对利用双光子荧光寿

命成像技术实现脑肿瘤检测的探索缺乏正常和癌变

脑 组 织 的 活 体 长 时 程 对 比 研 究 和 系 统

性量化分析,致使肿瘤区分特性尚不明确,阻碍了这
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图５ (a~c)小鼠神经胶质瘤边界离体成像和(d~g)人胶质母细胞瘤术中成像.(a)荧光强度图;(b)荧光寿命双色编码图;

(c)正常区域和肿瘤区域荧光寿命概率分布曲线[３４];(d)蛛网膜荧光强度图;(e)蛛网膜荧光寿命编码图;
(f)胶质母细胞瘤的荧光强度图;(g)胶质母细胞瘤的荧光寿命编码图

Fig敭５  aＧc ExvivoimagingofthetumorＧtoＧbraininterfaceofmousegliomaand dＧg intraoperativeimagingof
ahumanglioblastoma敭 a Fluorescenceintensityimage  b twocolorＧcodedfluorescencelifetimeimage 

 c Fluorescencelifetimeprobabilitydistributionhistograms  d fluorescenceintensityimageofarachnoid 

 e fluorescencelifetimeＧcodedimageofarachnoid  f fluorescenceintensityimageofsolidtumor 

 g fluorescencelifetimeＧcodedimageofsolidtumor

项技术进一步向临床应用方向发展.
本课题组利用自主研发的时间与光谱分辨的双

光子显微成像系统开展了脑肿瘤诊断和边界识别相

关的离体、活体研究.该系统皮秒量级的时间分辨

率完全能够满足脑肿瘤边界识别研究的需求.基于

NADH这种内源性荧光分子,首先分别研究了新鲜

切除的小鼠离体正常脑组织和皮下 U８７神经胶质

瘤组织的光学特征.结果表明,两者在由 NADH
信号强度分布所反映的形态结构方面存在显著差

异.正常脑组织表现为单一形态中散布着大小不一

的孔洞状结构,而脑肿瘤组织则由密集排布的肿瘤

细胞组成,如图６(a)、(d)所示.另一方面,通过分

析荧光寿命和荧光光谱发现,与脑肿瘤组织相比,正
常脑组织的荧光寿命偏短,而荧光光谱则发生了红

移,如图６(b)、(c)、(e)、(f)所示.这些信息对于脑

肿瘤的诊断和边界识别具有很好的辅助作用.进一

步地,基于小鼠原位U８７神经胶质瘤模型对肿瘤及

其周边正常脑组织进行了活体研究,如图６(g)~
(k)所示.活体中获得的形态学特征(如图６(g)~
(i)所示)与离体情况下的基本一致,但可见肿瘤周

边正常脑组织中有大量血管分布,如图６(g)中的无

信号区域.在荧光寿命和荧光光谱方面,相对于肿

瘤周边正常的脑组织,肿瘤边界区域和纯粹的肿瘤

区域具有略长的荧光寿命(如图６(j)所示),而荧光

光谱从正常到肿瘤边界区域,再到纯粹的肿瘤区域

逐渐蓝移(如图６(k)所示).这与离体情况下获得

的结论也基本一致.以上工作在活体中证实了依赖

内源性双光子荧光寿命和光谱信息实现脑肿瘤边界

识别的可行性,为光谱分辨的双光子荧光寿命成像

技术应用于未来临床中脑肿瘤的诊断和术中边界识

别奠定了基础.

３．３　其他肿瘤

相对于消化道、脑等组织器官,皮肤的易到达性

使得利用双光子荧光寿命成像技术进行皮肤相关疾

病的诊断更容易实现临床转化.因此,皮肤癌的诊

断也成为了该技术目前应用最为广泛的肿瘤检测领

域.皮肤癌主要包括三种类型:黑色素瘤、基底细胞

癌和鳞状细胞癌.其中,黑色素瘤是所有皮肤癌类

型中侵略性最强、致死率最高的癌症[５１].在过去的

几十年中,黑色素瘤的发病率在白种人中急剧上

升[５１],而且每５４min就有一人因黑色素瘤死亡[５２].
基底细胞癌是最为常见的皮肤癌[５３].这种病变会
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图６ (a~c)小鼠正常脑组织、(d~f)小鼠神经胶质瘤皮下肿瘤组织的离体成像结果以及(g~k)小鼠原位神经胶质瘤与其

周边正常脑组织的活体成像及分析结果.(a)(d)荧光强度图;(b)(e)荧光寿命编码图;(c)(f)荧光光谱编码图;(g)肿瘤周边正常

脑组织的荧光强度图;(h)肿瘤边界的荧光强度图;(i)肿瘤的荧光强度图;(j)NADH荧光寿命;(k)荧光光谱

Fig敭６ Exvivoimagingof aＧc normalbraintissueand dＧf subcutaneousgliomatissueand gＧk invivoimagingof
orthotopicgliomaandgliomaＧadjacentbrain敭 a  d Fluorescenceintensityimages  b  e fluorescencelifetimeＧcodedimages 

 c  f fluorescencespectraＧcodedimages  g fluorescenceintensityimageoftumorＧadjacentbraintissue 

 h fluorescenceintensityimageoftumorＧtoＧbraininterface  i fluorescenceintensityimageoftumor 

 j NADHfluorescencelifetime  k fluorescencespectra

造成局部组织功能的破坏和皮肤形态的畸变,但极

少导致死亡[５１].目前,利用双光子荧光寿命成像技

术诊断皮肤癌的相关研究主要集中在黑色素瘤和基

底细胞癌这两个方面(如图７所示)[５４Ｇ５５].
就黑色素瘤而言,从细胞水平、动物模型水平,

到人离体组织乃至在体临床试验水平的研究都有团

队在积极开展.表皮细胞主要包含角质细胞和黑色

素细胞[５６].Dancik等[５７]对联合培养的人体黑色素

瘤细胞和正常胶质细胞进行了双光子荧光寿命成像

研究.结果表明,黑色素瘤细胞的自发荧光主要来

自黑色素,荧光寿命相对较短,而角质细胞的自发荧

光主要来自FAD,荧光寿命相对较长.两者的差异

有助于从正常的皮肤组织环境中检测出癌变的黑色

素细胞.Pastore等[５４]利用黑色素瘤小鼠模型,基
于NADH信号对小鼠正常皮肤组织和不同发展阶

段的黑色素瘤组织的代谢状态进行了对比研究.他

们发现,随着黑色素瘤的发展,自由和蛋白绑定

NADH的比率显著上升,同时两者的平均荧光寿命

逐渐变短,如图７(a)~(d)所示.这项研究表明,利
用双光子荧光寿命成像检测NADH表征的代谢状

态,能够快速、灵敏地反映黑色素瘤的发展阶段,因
而有潜力成为黑色素瘤诊断和辅助分级的有力工

具.Cicchi等[５８]以及Dimitrow等[５６]对比了离体条

件下,人体黑色素瘤和黑色素细胞痣的双光子荧光

寿命.通过对荧光衰减曲线的双指数拟合分析,

Cicchi等[５８]发现,两者的长荧光寿命组分具有相似

的寿命概率分布,而短荧光寿命组分的寿命概率分

布差 异 显 著.通 过 选 择 性 激 发 黑 色 素 信 号,

Dimitrow等[５６]发现,相对于角质细胞,黑色素细胞

的荧光寿命明显更短.由于黑色素瘤中黑色素细胞

与角质细胞的比率明显高于黑色素细胞痣,因而具

有更短的荧光寿命.这表明双光子荧光寿命成像能

够从组成上区分良性和恶性的黑色素细胞相关皮肤

病变.进一步地,Riemann等[５９]进行了这方面的
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图７ (a~d)处于不同发展阶段的小鼠黑色素瘤组织的荧光寿命编码图像以及

(e~h)人离体基底细胞癌样本不同深度的荧光寿命编码图像(间隔深度为３０μm)
[５５].(a)正常组织;

(b)＜０．５mm的肿瘤(约１２d);(c)１．５mm肿瘤(约２０d);(d)２．０~２．５mm肿瘤(约２２d)[５４]

Fig敭７  aＧd FluorescencelifetimeＧcodedimagesoffreshlyexcisedmouseearskinfordifferentstagesofmelanoma
developmentand eＧh fluorescencelifetimeＧcodedimagesofexcisedhumansampleofbasalcellcarcinoma

withdifferentdepth stepsizeof３０μm  ５５ 敭 a Normaltissue  b ＜０敭５mmlesion about１２days  

 c １敭５mmlesion about２０days   d ２敭０Ｇ２敭５mmlesion about２２days  ５４ 

在体临床试验研究,研究发现,正常痣、还未发生显

著形态学改变的黑色素瘤以及典型的黑色素瘤,在
蛋白绑定NADH的荧光寿命概率分布方面具有显

著差异.这说明双光子荧光寿命成像能够揭示正常

皮肤组织和黑色素瘤组织的特征差异,甚至能够在

可见的形态学改变发生之前检测出黑色素瘤组织.
对基底细胞癌的检测目前主要集中在人离体组

织水平的研究.Patalay[６０Ｇ６１]、Cicchi[５８,６２]以及Fan
等[１８Ｇ１９]通过对内源性荧光物质的双光子荧光寿命成

像发现,相对于正常皮肤组织,基底细胞癌组织具有

更长的荧光寿命.同时,Cicchi[６２]和Fan[１８]等的研

究结果表明,双光子自发荧光图像所提供的亚细胞

水平的组织结构特征展现出与传统组织学分析结果

具有很好的相关性.基于双光子自发荧光图像,他
们发现,与正常皮肤组织相比,基底细胞癌组织具有

显著不同的形态特征.进一步地,Patalay等[６０]从

双光子荧光寿命图像中提取出一些能够有效区分基

底细胞癌和正常皮肤组织的特征,灵敏度和特异性

分别可以达到７９％和９３％.Seidenari等[５５]也基于

双光子荧光寿命成像提取出若干能够区分基底细胞

癌[如图７(e)~(h)所示,星号、箭头和三角分别指

示肿瘤细胞形成的巢状结构、巢状结构的边界和卷

曲的弹性纤维]和其他皮肤病变的形态学指标和量

化指标.此外,Cicchi等[６２]通过在皮肤局部涂抹

ALA诱导产生在肿瘤组织中特异性富积的PpIX.
得益于PpIX荧光,基底细胞癌组织和周边正常皮

肤组织的对比度从荧光强度和荧光寿命两个方面都

得到了有效提升.
同时,有一些研究基于内源性荧光物质的双光

子荧光寿命成像对正常皮肤、痣、黑色素瘤以及基底

细胞癌进行了综合对比分析.Giorgi等[６３]发现,相
对于正常皮肤组织,黑色素瘤的荧光寿命明显更短,
而基底细胞癌的荧光寿命略长.另外,三者的形态

特征也存在显著差异.这与两种癌症、正常皮肤组

织分别比较的结果一致[１８,５４,５８,６０Ｇ６２].Patalay等[６４]

发现,活体正常皮肤和离体基底细胞癌、复合痣以及

黑色素瘤的自发荧光寿命具有显著差异,并且从正

常皮肤到黑色素瘤,不同波段的自发荧光表现出一

致的荧光寿命变化趋势.
以上研究表明,能够同时输出形态学特征和荧

光寿命特征的双光子荧光寿命成像技术为皮肤病变

的活体分析提供了一种可靠的、非侵入式的工具,有
潜力应用于组织活检之前的直接诊断引导和手术过

程中肿瘤边界的识别[１８,５５,６２,６４].
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４　双光子荧光寿命成像临床应用展望

双光子荧光寿命成像技术结合了双光子成像和

荧光寿命成像的优势.双光子成像一方面具有非侵

入、光漂白和光毒性低、组织穿透能力强、亚细胞水

平的分辨率、固有的层析能力等特点,另一方面能够

利用内源性光学标志物进行无标记成像[５Ｇ７].荧光

寿命成像具有分辨不同荧光标志物的能力,而且能

够反映细胞、组织的生化特性,并能提供比稳态技术

更加准确的在体定量测量[１１,１３,１６].这两者的结合为

生物组织的非侵入、无标记、活体成像提供了一种强

有力的工具,能够输出高分辨的三维组织形态信息

和生化特性信息,实现生物组织结构和功能的精细

定量表征.基于以上优势,双光子荧光寿命成像技

术在肿瘤检测方面具有巨大的临床应用前景.
德国JenlabGmbH公司是探索将双光子荧光

寿命成像应用于临床研究的先驱[１５,３２,３４].该公司推

出 的 DermaInspect (JenLab GmbH, Jena,

Germany)系统是世界上首台面向临床皮肤病变检

测的双光子荧光寿命成像设备[１５,６１].该系统不仅

能够在前所未有的深度获得活体皮肤组织病理成像

水平的三维结构,而且其输出的空间分辨的荧光强

度、荧光寿命、胶原纤维和弹性纤维的比率、二次谐

波和自发荧光的比率等能够为皮肤病变的诊断提供

全新的参数[１５].目前,该系统不仅在皮肤癌检测相

关 的 离 体、活 体 研 究 中 得 到 了 广 泛 应

用[１５,５６Ｇ５７,５９,６０Ｇ６２,６４],而且被用于脑肿瘤诊断和边界识

别相关的离体研究上[３２,３４].进一步地,为了适应更

为广 泛 的 成 像 需 求,JenlabGmbH 公 司 推 出 了

MPTflexTM双光子荧光寿命成像系统.通过切换不

同的探头,该系统不仅能够实现皮肤组织的活体成

像,还 能 够 满 足 浅 层 显 微 内 窥 成 像 的 需 求.

Kantelhardt等[４９]就采用该系统实现了脑肿瘤的首

次术中成像.
尽管如此,双光子荧光寿命成像技术在肿瘤诊

断方面的潜在价值还没有被完全挖掘出来,该技术

的临床转化仍面临诸多挑战.具体来讲,主要包括

以下三个方面.

１)复杂而庞大的硬件系统

双光子荧光寿命成像系统相对较为复杂,并且

对光源、探测器等都有较高的要求,因而整体成本比

较高昂[１１,６５].另外,其庞大的硬件系统也限制了该

技术应用于临床诊断的灵活性.具体来讲,对于消

化道肿瘤的检测而言,系统探测模块必须制成光纤

式内窥探头,同时能够和常规消化道成像设备,如胃

镜、肠镜等整合在一起.在脑肿瘤的术中诊断和边

界识别,以及深层皮肤溃疡[６６]或癌变的检测方面,
设计灵活、紧凑、小型化的探头也是该技术实现临床

转化的关键.

２)耗时的数据获取和分析

首先,受到组织自身荧光信号强度和系统探测

效率的限制,在双光子荧光寿命成像中,获取一帧高

质量的图像通常需要几秒钟,而要获得一定深度的

三维信息则可能需要几十分钟[１１,４６].这不仅会增

加患者的痛苦,同时也限制了医生从成像中获取的

信息量.在组织中引入外源性标记来提高荧光信号

的强度,能够使这一问题得到一定程度的改善,而该

技术成像速度的突破还有赖于探测器探测效率的进

一步提升或者新型探测原理的出现.其次,目前分

析一帧双光子荧光寿命成像数据大约需要几秒钟到

几分钟的时间,而大量成像数据的分析和定量参数

的提取则更加耗时.可行的解决方法是通过批量处

理的方式,或者采用无需对荧光衰减曲线进行拟合

的频域分析方法,如荧光寿命相量图[６７]等来提升数

据分析的速度.再者,组织荧光衰减信息通常难以

解释且存在诸多争议[１１,４６].双光子荧光寿命成像

技术未来临床应用的实现有赖于对荧光寿命信息与

组织生理、病理特征具体关联的进一步研究和大量

临床数据的积累.

３)有限的组织穿透深度

双光子成像技术采用近红外波段的激发光,而
生物组织对该波段光的吸收和散射都比较低.因

此,该技术相对于单光子成像等其他采用可见光波

段进行激发的光学显微成像技术而言,具有更强的

组织穿透能力[５].尽管如此,其成像深度仍然限制

在几百微米以内,这导致双光子荧光寿命成像技术

只能用于皮肤或黏膜表面癌变的检测.但是,相对

于传统方法,该技术高分辨率和能够提供功能信息

的优势使其在上述癌变的早期诊断方面更具优

势[１１].另一方面,引入适用于活体组织的光透明技

术或自适应光学技术等有望提升其穿透深度.同

时,与其他能够提供组织深层信息的技术如超声、光
声成像相结合,发展新型多模态成像系统也有望扩

展其诊断能力.

５　结束语

双光子荧光寿命成像能够提供活体组织高分辨

的三维结构和生化特性信息.基于内源性荧光标志
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物,该技术有潜力实现正常细胞和肿瘤细胞的有效

区分.目前,双光子荧光寿命成像技术已经被用于

口腔癌、结肠直肠癌等消化道肿瘤,神经胶质瘤、脑
膜瘤等脑肿瘤,以及黑色素瘤和基底细胞癌等皮肤

肿瘤检测相关的研究中,并且具有应用于临床的趋

势.本课题组也基于人体胃黏膜组织临床样本和原

位神经胶质瘤小鼠模型开展了利用双光子荧光寿命

成像技术进行胃癌检测和脑肿瘤在体诊断研究的相

关工作.这些研究成果有力地证实了该技术应用于

临床肿瘤诊断的巨大潜力.然而,自身软、硬件系统

和成像原理的限制,当前实验研究积累的不足,导致

双光子荧光寿命成像技术的临床转化仍面临巨大挑

战.未来荧光寿命探测技术和数据分析技术的突

破,分子水平生理、病理过程的深入研究,以及临床

研究团队与仪器开发团队的紧密合作,有望推动该

技术在临床肿瘤诊断中的广泛应用.
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