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基于光学相干层析成像技术的肿瘤细胞侵袭成像
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摘要　构建合适的肿瘤细胞侵袭模型、开发肿瘤细胞侵袭的定量监测方法一直是癌症研究的热点.构建了厚度超

过１mm的三维肿瘤体外侵袭模型,利用搭建的超宽带谱域光学相干层析成像系统,检测了细胞的迁移和侵袭动

态,从细胞迁移距离变化和基质材料分解两方面来表征肿瘤细胞的体外侵袭过程;通过光学相干层析成像散射界

面的峰值变化来定量检测肿瘤细胞的迁移距离,结合三维图像量化基质材料的表面曲度、厚度、整体体积变化来表

征肿瘤细胞侵袭过程的基质材料分解与变形信息.结果表明:光学相干层析成像技术检测到的肿瘤细胞侵袭引起

的细胞团簇位置变化、基质材料形态改变与苏木精Ｇ伊红染色切片、激光共聚焦结果相匹配,验证了光学相干层析

成像技术检测肿瘤细胞侵袭的可行性;通过设计不同营养梯度、不同pH微环境下的三维肿瘤模型,利用搭建的光

学相干层析成像系统,准确地量化了不同时间、不同体外微环境下肿瘤细胞的迁移距离、基质材料表面曲度、厚度

和整体体积变化.与苏木精Ｇ伊红染色、激光共聚焦方法相比,所提方法可以连续监测肿瘤细胞的侵袭过程,更全面

地反映肿瘤细胞迁移和侵袭的机理.
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Abstract　Cancerresearchhasincreasinglyfocusedondevelopingappropriatetumorcellinvasion modelsand
developingaquantitativemethodtomonitortumorcellinvasion敭Inthisstudy athreeＧdimensionaltumorinvasive
modelwith＞１mmthicknessisconstructed敭AnultraＧwidebandspectraldomainopticalcoherencetomography
systemisusedtodetectcellmigrationandinvasiondynamics andtheinvitroinvasionprocessoftumorcellsis
characterizedbythechangeofcellmigrationdistanceandmatrixmaterialdecomposition敭Thequantitativedetection
oftumorcellmigrationdistancebasedonpeakchangeoftheopticalcoherencetomographyscatteringinterfaceis
combinedwiththreeＧdimensionalimagestoquantifythematrixsurfacecurvature thickness andoverallvolume
change therebyrealizingthecharacterizationofthematrixmaterialdecompositionanddeformationinformation
duringtumorcellinvasion敭Thechangesofcellclusterpositionscausedbytumorcellinvasionandmorphological
changesofmatrixmaterialsarematchedwithhematoxylinＧeosinstainingsectionsandlaserconfocalresults which
verifiesthefeasibilityofopticalcoherencetomographyfordetectingtumorＧcellinvasion敭ThreeＧdimensionaltumor
modelsunderdifferentnutrientgradientsanddifferentpH microenvironmentsareutilized敭Theestablishedoptical
coherencetomographysystemaccuratelyquantifiesthemigrationdistanceoftumorcellsandsurfacecurvatureand
overallvolumechangeofmatrix materialsatdifferenttimeandinvitro microenvironments敭Comparedwith
hematoxylinＧeosinstainingandthelaserconfocalimagingmethod theproposedopticalcoherencetomographyＧbased
methodenablesthecontinuous monitoringoftheinvasionprocessoftumorcells therebyprovidinga more
comprehensiveviewoftumorＧcellmigrationandinvasionmechanisms敭
Keywords　medicaloptics opticalcoherencetomography cellinvasion threeＧdimensionalimagingofcells 
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１　引　　言

肿瘤细胞侵袭是癌症致死的重要因素,构建合

适的肿瘤细胞侵袭模型,开发肿瘤细胞侵袭的定量

监测方法,对于研究癌症发病机理、探寻癌症治疗新

方案、开发癌症新药等具有重要价值[１Ｇ２].Matrigel
或胶原穿膜侵袭实验是研究肿瘤细胞在体外侵袭能

力的常用方法之一,可以通过显微镜统计的穿过基

质细胞的数量来表示细胞侵袭能力的强弱[３].受检

测手段的限制,用来模拟细胞外基质的 Matrigel或

胶原厚度一般约为１０μm,无法为肿瘤细胞提供真

实的三维环境,更无法准确模拟细胞与三维细胞外

基质的相互作用[４].荧光显微、激光共聚焦等常规

光学检测手段在三维体外模型中的成像深度受限,
高散射基质材料的成像深度很难突破１００μm.双

光子显微镜使用红外激光作为光源,结合了激光共

聚焦技术和双光子激发技术,最大成像深度可达

１mm.Kong等[５]利用双光子荧光探针特异性标

记肿瘤,特制的荧光探针可通过近红外方式高特异

性地追踪肿瘤细胞,但成像深度仅为９０μm.Lü
等[６]利用纳米探针标记肿瘤,对活体肿瘤组织(直径

为３００μm)、三维肿瘤细胞球(直径为５００μm)进行

双光子成像,具有高度特异性,借助探针的特殊设

计,穿透深度可以达到５００μm.Kilin等[７]基于双

光子成像技术设计了肺癌研究模型 OncoCilAirTM,
基于肺癌细胞自体荧光来区分三维肿瘤与正常组织

的边界,穿透深度可达到１８０μm.双光子成像分辨

率高,可以实现单细胞成像,单细胞成像需要荧光标

记物,无法实现细胞和材料的同时成像[８].外源荧

光团可能会干扰细胞内的生物反应,而高强度的激

发光会对细胞活性造成光损伤[１,９Ｇ１０].光声显微成

像基于物理学基质的光声效应,主要利用生物组织

对于红外光的吸收不同来区分组织.Liu等[１１]基于

具有靶向性的探针,利用多尺度光声显微镜系统,对
体外培养的U８７MG肿瘤细胞以及体内U８７MG实

体肿瘤进行成像,实现了０．１~１０mm２的成像.

Olafsson等[１２]将超声技术与光声技术相结合,使光

声成像的高精度(４０μm)与超声成像的大探测深度

(＞１２mm)特点相互补充,检测了肿瘤体积的变化.

Ragnar等[１３]以金纳米棒作为造影剂,将超声技术

与光声技术相结合,对小鼠的前列腺肿瘤进行成像,

利用造影剂提高了光声信号的强度.光声显微成像

可以实现１０mm的成像深度,但其分辨率仅为３０~
１００μm,无法分辨生物组织内部的精细结构[１４Ｇ１５].
如果提高分辨率,就会使成像深度减小,需要结合其

他技术,如超声来改善成像深度,且光声成像信号依

赖于局部光流,局部激光会随着肿瘤侵袭动态而改

变,导致连续监测肿瘤细胞侵袭动态的成像非常

困难.
光学相干层析成像技术(OCT)基于低相干干

涉原理,深度分辨率可以达到１~１０μm,对高散射

样品的成像深度可以达到１~３mm.该技术依据

后向散射特性和折射率差异来识别样品内的结构和

功能特性,无需荧光标记或其他外源对比剂,能对活

体样品进行非接触、非侵入的横断面实时成像[１６Ｇ１７].

Yang等[１７]利用光源中心波长为１３１０nm 的时域

OCT系统检测了肺癌细胞在三维凝胶基质中的侵

袭情况,肺癌细胞表现为基质材料表面的亮层或埋

在较暗基质内的亮点,并与组织切片有较好的对应

关系,初步验证了 OCT用于检测肿瘤细胞侵袭的

可行性.Tan等[１９]采用光源中心波长为８００nm的

高分辨时域OCT(轴向分辨率为３μm)系统观测了

细胞在三维组织模型内的动态,通过不同时间点三

维OCT图像的融合来检测细胞团的迁移路径.

Rey等[２０]采用光源中心波长为８００nm的高分辨时

域OCT系统(轴向分辨率为４μm,横向分辨率为

４μm)观测了网柄菌属细胞在三维琼脂糖基质内的

迁移,分别通过二维和三维 OCT图像在不同时间

点的融合来检测细胞的三维和四维趋药性,系统的

高分辨率使得量化细胞的迁移速度成为可能.Kuo
等[２１]采用扫频OCT来研究射线是否会影响肝癌细

胞的侵袭,通过细胞与周围背景３倍以上的强度差

异来识别肝癌细胞,基于图像分割量化肝癌细胞的

侵袭距离和数量来探究射线对细胞侵袭的影响.

Chu等[２２]使用超高分辨率OCT研究单个上皮细胞

中性粒子的跨膜迁移,通过超高分辨图像识别细胞

并统计中性粒细胞的数量和分布,探究其跨膜迁移的

机制.现有研究主要依据OCT图像来研究细胞侵袭

距离的变化,背景噪声对细胞侵袭路径的轨迹影响较

大,此外,这些研究没有考虑细胞侵袭过程中肿瘤细

胞与基质材料的相互作用,不能反映三维环境对细胞

侵袭的影响,也无法全面表征肿瘤细胞的侵袭机理.
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本文构 建 了 不 同 的 细 胞 微 环 境,用 以 模 拟

HepaRG细胞在三维胶原基质内的侵袭,并通过自

主开发的高分辨谱域OCT系统观测肿瘤细胞的侵

袭过程,研究微环境对肿瘤细胞侵袭与转移的影响.
首先采用 OCT图像与苏木精Ｇ伊红染色(HＧE染

色)切片进行对照,验证OCT可视化不透明三维厚

组织中细胞侵袭的可行性和准确性;然后利用基质

中细胞层厚度的变化以及基质表面曲度、厚度、三维

体积的变化,来反映细胞侵袭路径及细胞与基质的

相互作用,通过检测不同营养梯度、不同pH环境下

肿瘤细胞的侵袭,探讨肿瘤细胞的侵袭机理.

２　实验方法

２．１　细胞培养

将HepaRG细胞分别在pH为６．８的酸性培养

基和pH为７．２的常规培养基中培养,常规培养采

用含１０％(体 积 分 数)胎 牛 血 清(简 称 血 清)的

DMEM(Dulbecco′smodifiedEaglemedium)培养

基,酸性培养则是利用 HCl将培养基的pH调整至

酸性.将HepaRG细胞复苏后接种到７５mL的培

养瓶中,然后加入１５mLDMEM培养基,静置培养

于细胞培养箱中.培养条件如下:温度为３７℃,

CO２ 的体积分数为５％,饱和湿度.待细胞生长至

培养瓶底面积的９０％时,酸性组换用酸性培养基培

养４８h,对照组使用常规培养基培养４８h,然后进

行后续细胞实验.

２．２　细胞侵袭实验

Matrigel穿膜侵袭实验是研究肿瘤细胞在体外

侵袭能力的常规实验之一,经常使用Boyden小室体

外侵袭实验来检测肿瘤细胞的侵袭潜能.本文采用

基于Boyden小室改进的Transwell体外细胞侵袭模

型,利用牛跟腱Ⅰ型胶原模拟细胞外基质,胶原的质量

浓度为２mg/mL,每个样品中加入２００μL胶原,胶原

成胶后的厚度约为１mm.实验分为酸性组和正常对

照组,每组根据Transwell上室内血清浓度的不同分

为４组,血清体积分数分别为０、２％、５％、１０％.细胞

消化后加入含有不同浓度血清的培养基,配制成细胞

密度为５×１０５mL－１的细胞悬液.Transwell上室每

孔加入２００μL配制好的细胞悬液,下室每孔加入

６００μL含１０％(体积分数)血清的DMEM培养基.培

养条件如下:温度为３７℃,CO２体积分数为５％,培养

时间为４８h.培养过程中,分别在１２,２４,４８h时用

OCT检测同一样品.所有检测完成后,利用磷酸盐

缓冲溶液(PBS)洗涤胶原２次,样品洗涤完成后,用甲

醛溶液固定,并静置３０min,用于HＧE染色.肿瘤细

胞侵袭实验原理如图１所示.

图１ 肿瘤细胞侵袭实验原理图

Fig敭１ Principlediagramoftumorcellinvasion

２．３　OCT检测

本文所用OCT系统的构成如图２所示.OCT
光源采用超宽带光源发光二级管(SLD),中心波长

为１３１０nm,带宽为２４５nm,系统灵敏度为８１dB,
其在空气中的轴向分辨率为４．６μm,横向分辨率为

１３μm,空气中的最大成像深度为３．５mm.光源发

出的光进入耦合器后被分为等光强的２束光,２束

光分别进入样品臂和参考臂,进入参考臂的光被平

面镜反射,进入样品臂的光通过振镜扫描后聚焦照

射到样品表面.样品臂的后向散射光与参考臂的反

射光在耦合器中发生干涉,干涉光进入光谱仪,光栅

将干涉光分光后通过聚焦透镜聚焦到电荷耦合器件

(CCD)探测器上,得到干涉光谱.CCD探测到的光

谱信号由图像采集卡采集后传输到计算机,最后由

计算机完成信号的处理及样品图像显示.OCT采

集的图像大小为６mm×６mm×３．５mm(空气中),
每个AＧscan的采集频率为４８kHz.为降低系统噪

声,每个AＧscan重复采集２０次,取平均值.

２．４　细胞侵袭量化方法

肿瘤细胞与基质材料的折射率存在明显差异,
肿瘤细胞侵入基质材料后,会在 OCT图像中表现

出明显的细胞散射界面,可以通过测量上、下散射界

面间的距离来定义肿瘤细胞的侵袭距离.利用阈值

分割OCT图像边界时会在很大程度上受到主观的

影响,故可以基于低相干干涉信号峰值来判断不同

散射界面的边界.低相干干涉技术很早就被用于工

业测量中,主要有平行盘厚度测量、光学镜片厚度测

量等一维的测量应用[２３Ｇ２４],维度的限制导致低相干

干涉技术的应用有一定的局限性.OCT技术基于

低相干干涉技术,同时结合了基于振镜的二维扫描

机构,可以测量样品的二维和三维距离,结果更加直

观,对于斜面或不规则表面有更好的适应性[２５].当

肿瘤细胞侵入基质材料时,肿瘤细胞和培养基、基质

０９０７００３Ｇ３
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图２ OCT系统的构成

Fig敭２ OCTsystemcomposition

材料散射界面的折射率会发生突变,OCT干涉信号

强度会达到光强包络的峰值,显著强于附近其他深

度处的信号强度.利用“PeakＧtoＧPeak”法测量细胞

层不同散射界面２个信号峰之间的像素数量,然后

用像素数量乘以轴向分辨率再除以材料折射率即可

得到对应点之间的实际距离[２６],即细胞的侵袭距

离,公式为

D＝
δz

nNp, (１)

式中:δz 为OCT轴向分辨率;Np 为２个信号峰之

间的像素数量;n 为材料的折射率.由文献[２７]可
知,细胞的折射率为１．３８,胶原的折射率为１．４３.系

统的轴向分辨率决定了测量细胞侵袭距离的灵

敏度.

为了验证“PeakＧtoＧPeak”厚度测量方法的准确

性和精度,以单层厚度为(１７０±１０)μm的多层玻璃

作为样品进行OCT测量,并用“PeakＧtoＧPeak”法测

量玻璃厚度.图３(a)所示为多层玻璃的 OCT图

像.从图３(a)中可以看到玻璃的分层,但无法分辨

２块玻璃之间的缝隙.从OCT信号中选取一列AＧ
scan信号,多层玻璃 OCT信号强度的分布曲线如

图３(b)所 示.已 知 玻 璃 的 折 射 率 为１．５,使 用

“PeakＧtoＧPeak”法,根据(１)式计算得到上层玻璃

glass１的厚度为１７５μm,下层玻璃glass２的厚度

为１７７μm,２层玻璃之间的缝隙距离为７μm.结果

表明,“PeakＧtoＧPeak”法可以根据反射界面准确地

测量玻璃的厚度,同时也可以量化２层玻璃之间的

微小缝隙.

图３ “PeakＧtoＧPeak”算法的验证.(a)多层玻璃OCT图像;(b)多层玻璃OCT信号强度分布曲线

Fig敭３  PeakＧtoＧPeak algorithmverification敭 a OCTimageofmultiＧlayerglass 

 b OCTsignalintensitydistributioncurveofmultiＧlayerglass

　　肿瘤细胞在侵入基质材料过程中会分解基质材

料,引起基质材料变形,导致基质材料的表面曲度、
厚度和体积发生变化,可以用这些信息来量化基质

材料的分解特征.胶原的表面轮廓可近似看作是一

段曲线,连接曲线两端的线段为基准线,长度为L,
垂直于基准线并与胶原轮廓曲线相交的线段为高度

线,长度为 H,如图４所示.胶原的表面曲度C 定

义为在L 一定的情况下(实验中取基质材料中心区

域的长度L＝２．５mm),H 所能取到的最大值.
选 取 基 质 材 料 中 间 区 域 的 位 置,尺 寸 为

２．５mm×２．５mm×１mm,分割出基质材料,其体积

的计算公式为

V＝∑
i,j,k

I(xi,yj,zk), (２)

０９０７００３Ｇ４
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图４ 表面曲度测量示意图

Fig敭４ Diagramofsurfacecurvaturemeasurement
式中:V 为量化癌细胞分解后基质材料的体积;i、j、k
为X、Y、Z 方向的坐标轴;I(xi,yj,zk)为坐标是xi、

yj、zk 的像素体积.针对基质材料厚度最小的区域,
在以最低处为中心轴、左右各延伸１．２５mm的区域

中,均匀选取５个测量点,通过“PeakＧtoＧPeak”法测量

基质材料的厚度并取平均值,将平均值定义为癌细胞

分解后的基质材料的厚度T.

３　实验结果

３．１　OCT检测肿瘤细胞侵袭的可行性验证

图５所示为 HepaRG细胞在胶原中培养４８h
的检测结果.图５(a)所示为 OCT检测结果,通过

灰度的不同来反映不同材料反射率的差异,其中胶

原顶部较亮的区域为细胞层,较暗的区域为胶原.

从图５(a)中可以看出,细胞区域与胶原区域的灰度

差异较大,说明细胞与胶原的散射系数有明显区别,
细胞的后向散射更强.细胞层的厚度分布并不均

匀,表面有较多矛刺状或肉芽状凸起,同时胶原的表

面形状整体下凹.胶原与细胞层的分界线不平整,
二者之间有一定的交错.为了验证OCT检测的准

确性,样品经 OCT检测后,使用甲醛固定样品,利
用４′,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(DAPI)进行染色,并进

行共聚焦检测.共聚焦检测完成后,对样品进行 HＧ
E染色,再制备组织染色切片.图５(b)所示为 HＧE
切片结果,其中深红色区域为细胞,下方浅粉色区域

为胶原.从图５(b)中可以看出,细胞层的厚度分布

不均,这与OCT的检测结果相吻合,但是没有看到

胶原的变形和肉芽状凸起.图５(c)所示为激光共

聚焦的检测结果,其中蓝色区域为细胞被DAPI染

色后的荧光图像.从图５(c)中可以看出,细胞层整

体下凹,细胞表面有肉芽状凸起,激光共聚焦成像结

果与OCT检测结果类似.通过比较图５(a)、(b)、
(c)可知,利用OCT成像的分辨率和对比度可以准

确区分出细胞与胶原,验证了 OCT检测细胞侵袭

的可行性,并且OCT不需要破坏样品、成像深度较

大、细胞与基质材料同时成像的特点更适合监测肿

瘤细胞侵袭的过程.

图５ 样品培养４８h的检测结果.(a)OCT检测;(b)HＧE切片;(c)激光共聚焦检测结果

Fig敭５ Testresultsaftersamplecultivatingfor４８h敭 a OCTtest  b HＧEslice  c laserconfocaltestresults

３．２　细胞在不同培养时间时的侵袭结果

使用OCT检测不同培养时间时细胞在胶原

中的侵袭情况,分别在培养１２,２４,４８h时采集

HepaRG细胞侵袭过程的信息,并采用 HＧE切片

检测进行验证,如图６所示.图６(a)所示为肿瘤

细胞侵袭模型培养１２h时的 OCT图像.从图６
(a)中可以看出,胶原表面的明亮区域较薄且不均

匀,表明细胞进入到基质材料的深度较浅,基本只

有单层或２层细胞的厚度,且细胞在胶原表面的

分布并不完全均匀.图６(b)所示为肿瘤细胞侵袭

模型培养２４h时的OCT图像,可以看出,胶原表面

的明亮区域比较均匀且有一定的厚度,胶原表面

出现了明显下凹的弧度,表明肿瘤模型培养２４h后

侵入到基质材料的细胞层厚度相较于培养１２h时

明显增加,细胞的分布更均匀,细胞侵袭过程导致

基质材料的收缩和分解更明显.图６(c)所示为肿

瘤细胞侵袭模型培养４８h时的OCT图像,可以看

出,侵入到基质材料的细胞层厚度相较于培养２４h
又有增加,但是增长的程度减小.图６(d)~(f)所
示为培养１２,２４,４８h时的 HＧE切片检测结果,可
以看出,HＧE切片检测结果与 OCT检测结果有较

好的对应关系.

０９０７００３Ｇ５
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图６ 样品培养１２,２４,４８h时的检测结果.(a)~(c)OCT检测;(d)~(f)HＧE染色切片

Fig敭６ Testresultsofsampleswithdifferentculturetimeof１２ ２４ and４８h敭 a Ｇ c OCTtests  d Ｇ f HＧEstainedslices

　　细胞侵入到胶原内部与胶原结合,但细胞团簇

区域以细胞为主,因此该区域的折射率按细胞的折

射率１．３８进行计算.采用“PeakＧtoＧPeak”方法测

量细胞侵袭距离时,对通过测量两个信号峰之间的

距离来量化肿瘤细胞的侵袭距离.为了减小统计误

差,对每个样品均匀取１０个位置,对每个位置重复

采集３次数据.由于激光共聚焦无法检测到侵袭距

离较远的细胞,因此本文采用 HＧE切片图像,将手

动采集HepaRG细胞侵入到胶原基质内的距离与

OCT量化结果进行对比.图７所示为不同培养时

间时HepaRG细胞侵袭距离的量化表征结果,可以

看出,“PeakＧtoＧPeak”法量化测得的细胞侵袭距离

的变化趋势与 OCT图像观察到的趋势一致,且与

HＧE切片量化结果的趋势一致,二者最大相差不超

过１０μm,表明 OCT使用“PeakＧtoＧPeak”法量化肿

瘤细胞侵袭距离是可行的.从图７中还可以看出,
细胞侵袭主要发生在前２４h,４８h时的细胞层厚度

与２４h时细胞层厚度的差别较小.

３．３　微环境对细胞侵袭的影响

为了探究微环境对肿瘤细胞侵袭的影响,在肿

瘤侵袭模型的下室设置培养基血清的体积分数为

１０％,对上室血清的体积分数梯度进行递增设置,分
别为０、２％、５％、１０％,以此模拟不同的营养梯度对

肿瘤细胞侵袭的影响,对基质材料配制不同的pH,
以模拟基质的酸碱环境对肿瘤细胞侵袭的影响.图

８所示为不同营养梯度时肿瘤细胞侵袭的 OCT检

测结果,可以看出:当上室血清体积分数为２％时,

图７ 不同培养时间时细胞的侵袭距离

Fig敭７ Cellinvasiondistancefordifferentculturetime

侵入基质材料的细胞密度最大,同时细胞侵袭的距

离也最远;当上室血清体积分数为０时,上、下室血

清的浓度差最大,但细胞侵袭的距离并不是最大的.
　　图９所示为在上室血清体积分数为２％、下室

血清体积分数为１０％、胶原基质材料pH不同的条

件下,HepaRG细胞侵袭模型培养１２,２４,４８h时的

二维和三维 OCT图像.三维 OCT图像相比二维

图像可以更清晰地显示出细胞侵袭引起的基质材料

的分解变形.从图９中可以看出,在相同的血清浓

度差下,酸性环境会促进细胞的侵袭和胶原的分解

变形.从图９(a２)、(a３)、(b２)、(b３)的对比中可以

看出HepaRG细胞侵袭模型培养１２h后基质材料

在不同pH 下的细胞侵袭差异,培养２４h后,酸性

环境下胶原基质材料的分解变形更加明显.此外,
从图９中 还 可 以 看 出,在 不 同 培 养 环 境 下 培 养

HepaRG肿瘤细胞侵袭模型４８h后,细胞层表面有

许多肉牙状小凸起,这可能是因为细胞在侵袭过程

０９０７００３Ｇ６
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图８ 上室血清体积分数为０、２％、５％、１０％和培养时间为１２,２４,４８h时细胞侵袭的OCT图像

Fig敭８ OCTimagesofcellinvasionwithdifferentupperchamberserumvolumefractionsof０ ２％ ５％ and１０％
anddifferentculturetimeof１２ ２４ and４８h

图９ 常规培养环境和酸性培养环境(pH＝６．８)下上室血清体积分数为２％且培养１２,２４,４８h时胶原的二维和三维图像

Fig敭９ TwoＧdimensionalandthreeＧdimensionalimagesofcollageninconventionalcultureenvironmentandacidicculture
environment pH＝６敭８ withupperchamberserumvolumefractionof２％anddifferentculturetimeof１２ ２４ and４８h

中分解胶原,部分脱离了胶原层,漂浮在胶原表面,
这与激光共聚焦检测的结果类似.

利用“PeakＧtoＧPeak”距离测量方法对细胞侵袭

距离进行量化.图１０所示为不同pH 培养环境下

肿瘤细胞侵袭模型培养４８h时细胞的侵袭距离,可
以看出:不同营养梯度时,肿瘤细胞侵袭距离均随时

间延长而增大;上、下室血清浓度差越大,细胞的侵

袭距离相对越大;当上室血清体积分数为２％,细胞

侵袭距离最大;当上室血清体积分数０时,上、下室

血清浓度差最大,但细胞的侵袭距离不是最远的,这
可能是因为当上室血清体积分数为０时,肿瘤细胞

缺少足够的营养,无法侵袭足够远的距离[２８Ｇ２９].从

０９０７００３Ｇ７
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图１０中还可以看出,在酸性环境下,细胞的侵袭能

力更强,相较于常规的培养环境,尤其是在上、下室

浓度差较大时,细胞可以侵袭更远的距离.在每种

营养梯度下,细胞侵袭主要发生在１２~２４h,这是

因为胶原层厚度超过１mm后,下室的培养基渗透

需要一定的时间,在前１２h时,细胞未探测到更高

的血清浓度,所以不会向下侵袭,并且上层悬液中的

细胞下沉并附着在胶原表面需要一定的时间.肿瘤

细胞侵袭模型培养２４h时,下室的培养基渗透到上

室一段时间后,上、下室培养基中的血清含量非常接

近,细胞的趋向性减弱,且上、下室培养基中的部分

养分已被细胞消耗,细胞的侵袭能力减弱,导致细胞

的侵袭速度下降.
为了更全面地了解细胞侵袭的机理,研究细胞

侵袭过程对基质产生的作用.采用２．４节中的量化

方法,分别量化胶原的厚度、体积、表面曲度等参数.
图１１所示为不同培养环境下基质材料分解变形的

量化表征,可以看出:随着培养时间延长,胶原基质

材料的厚度、体积逐渐减小,而表面曲度则是先增大

后减小;当肿瘤细胞侵袭培养０~１２h时,胶原分解

变形的规律不明显,但培养１２~４８h时具有明显的

趋向性,即当上室血清体积分数为０时,胶原的分解

图１０ 不同pH培养环境下肿瘤细胞侵袭模型培养４８h时

细胞的侵袭距离(∗指细胞培养环境为酸性)

Fig敭１０ InvasiondistanceoftumorcellsindifferentpH
cultureenvironmentsfor４８h ∗meansthat
cellcultureenvironmentisacidic 

变形比其他浓度时更显著,原因可能是处于极端

饥饿 状 态 的 肿 瘤 细 胞 会 吸 取 基 质 材 料 的 营

养[２８Ｇ２９].随着上室浓度增加,在正常培养环境下,
胶原的分解变形越来越显著,胶原的厚度、体积明

显减小,表面曲度增大;在相同的浓度下,胶原基

质在酸性环境下的变形比弱碱性环境下的更明

显.对比图１０和图１１可以看出,细胞迁移主要

发生在１２~２４h时间段内,胶原的分解变形相对

于细胞迁移有一定的滞后.

图１１ 不同培养环境下基质材料分解变形的量化表征.(a)胶原厚度;(b)胶原体积;(c)胶原表面曲度(∗指细胞培养环境为酸性)

Fig敭１１ Quantitativecharacterizationofmatrixmaterialdecompositiondeformationindifferentcultureenvironments敭

 a Collagenthickness  b collagenvolume  c collagensurfacecurvature ∗meansthatcellcultureenvironmentisacidic 

４　讨　　论

现有肿瘤细胞侵袭的研究大多关注细胞本身,
而较少探究肿瘤细胞侵袭过程中细胞对周围基质的

影响规律,若要更全面地了解肿瘤细胞侵袭过程和

机理,需要同时从细胞和基质材料多个角度来量化

表征肿瘤细胞侵袭引起的变化.基于自制的 OCT
系统,通过细胞侵袭距离以及胶原厚度、体积、表面

曲度等多个参数,探究不同微环境下肿瘤细胞侵袭

产生的变化.通过 HＧE切片、激光共聚焦的对比,
验证OCT检测肿瘤细胞侵袭的准确性.根据图５

和图６所示的 OCT检测肿瘤细胞侵袭,可以通过

细胞层与基质层的灰度差异,明显区分肿瘤细胞的

分布,检测结果与 HＧE切片图像、激光共聚焦图像

有较好的对应关系,验证了 OCT测量的可行性.
同时,OCT不需要复杂的样品准备过程,也不需要

对样品进行荧光染色,检测更方便.通过标准多层

盖玻片仿体对OCT检测界面间距离的准确性进行

校准,如图３所示,识别得到的细胞层上、下界面量

化肿瘤细胞侵袭距离,与HＧE切片检测的细胞侵袭

距离具有一定的对应关系,但比 HＧE切片量化的结

果大５~９μm.原因如下:一方面,OCT量化细胞

０９０７００３Ｇ８
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侵袭距离可能存在３．５μm(１pixel)的误差,而 HＧE
切片量化误差约为１μm(１pixel),OCT的距离量

化误差比HＧE切片大２~３μm;另一方面,HＧE切

片检测对肿瘤模型进行固定、脱水、再水化等处理会

引起样品收缩和变形,使 HＧE切片的量化结果偏

小,而 OCT是对正常培养状态下的样品进行非侵

入无损检测的,检测结果更接近真实情况.激光共

聚焦检测不需要对肿瘤模型进行脱水、再水化处理,
可以与OCT一样检测肿瘤模型的三维图像.为了

提高细胞与基质材料的对比度,需要对细胞进行染

色,从而可以检测到细胞侵袭分布,但单一染色很难

同时检测细胞与基质材料的分布,如图５(c)所示.
研究人员在肿瘤侵袭的研究中发现,肿瘤细胞

快速增殖会消耗大量营养物质,肿瘤细胞对高营养

浓度具有趋向性[３０],肿瘤细胞通过分泌金属基质酶

来分解,并突破细胞外基质向外侵袭,细胞分泌的金

属基质酶分解细胞外基质中的胶原,使胶原的蛋白

质结构重构并收缩[３１].本文通过设计肿瘤细胞侵

袭模型上、下室的不同浓度差来模拟营养梯度对肿

瘤细胞侵袭的影响.实验中,下室设置固定的较高

血清浓度(体积分数为１０％),上室设置不同的较低

的血清浓度,由于肿瘤细胞对高营养浓度具有趋向

性,因此肿瘤细胞发生从上到下的定向迁移运动,如
图８和图１０所示.上室血清体积分数为０时,血清

浓度差最大的组,肿瘤细胞的侵袭距离并不是最大

的,原因在于肿瘤细胞在侵袭过程中需要消耗大量

的营养物质,处于完全饥饿状态的肿瘤缺乏足够的

营养以进行迁移运动.培养０~１２h时,肿瘤细胞

的增殖较慢,整体细胞数量较少,且分布不均,如图

８(a１)、(b１)、(c１)、(d１)所示.这是因为细胞悬液被

添加到胶原后,需要一定时间下降并附着到胶原表

面,肿瘤细胞需要一定的时间恢复状态.培养的前

１２h,肿瘤细胞主要聚集在胶原表面,侵袭到胶原内

部的细胞数量较少,肿瘤细胞侵袭引起胶原体积、厚
度、曲度等的变化都比较小,血清浓度不同引起的差

异也非常小,如图１１所示.培养１２~２４h时,肿瘤

细胞适应环境,增殖加快,细胞数量增多,同时肿瘤

细胞通过降解胶原大量侵袭到胶原内部,如图８
(a２)、(b２)、(c２)、(d２)所示,胶原开始受细胞分泌水

解酶的影响而加快收缩和分解,胶原的厚度、体积减

小的速度加快,表面曲度增大明显,如图１１所示.
培养２４~４８h时,肿瘤细胞的侵袭速度减慢,一方

面是因为细胞悬液中的血清大部分被细胞消耗,营
养减少;另一方面是因为上、下室之间的血清浓度差

减小,不足以吸引细胞向下侵袭.同时,培养２４~
４８h时,细胞表面有许多芽状小凸起,如图８(a３)、
(b３)、(c３)、(d３)所示,细胞表面的芽状凸起说明细

胞开始向上增殖,从侧面说明细胞向下侵袭的速度

减慢.胶原的厚度、体积进一步减小,但表面弯曲程

度变化不大,这是因为已经有较多的细胞侵袭到了

胶原内部,营养进一步消耗,肿瘤细胞分泌水解酶的

速度减慢,导致胶原的降解变慢,胶原的收缩和形变

程度降低,如图１１所示.由于分泌水解酶需要有营

养支撑,上室血清含量少的肿瘤细胞侵袭模型缺乏

营养,因此分泌水解酶减慢.从图１１中可以看出,
上室血清含量少的模型的胶原厚度、体积的减小速

度低于上室血清含量高的模型,不同培养环境下,胶
原表面曲度变化的整体趋势是先增大后减小,但胶

原表面曲度的变化规律与血清浓度差的关联性不明

显,这可能是由胶原本身成胶后的密度不均匀,胶原

表面曲度受模型本身平整度及胶原表面细胞分布均

匀度等因素影响造成的,因此需要优化细胞体外侵

袭模型.
研究[３２Ｇ３３]表明,酸性微环境会加速肿瘤细胞内

离子的交换,激发肿瘤细胞增殖和诱导细胞分解细

胞外基质.有学者认为,调节细胞微环境的pH 将

是一种治疗癌症的有效方式之一.本文实验发现,
在酸性微环境下,肿瘤细胞侵袭更活跃,肿瘤细胞分

解胶原的能力增强,胶原收缩的速度和厚度减小的

速度较正常pH 环境实验组有所增加,如图９~１１
所示,实验结果与现有研究报道相符,这为探究细胞

微环境pH对肿瘤细胞侵袭的影响提供了新方法.

５　结　　论

基于胶原蛋白细胞外基质构建厚度超过１mm
的三维肿瘤体外侵袭模型,模拟肿瘤细胞在体内的

侵袭.利用OCT纵向分辨率高、成像深度大、非侵

入式等优点,开发了一套肿瘤细胞侵袭的定量监测

方法.采用自主搭建的 OCT系统和定量监测方

法,检测肿瘤细胞在基质内迁移和侵袭时的动态变

化,包括细胞迁移距离和基质材料变形.通过对比

OCT检测结果与HＧE染色、激光共聚焦结果,验证

了本文方法的可行性.进一步利用OCT监测了不

同营养梯度、不同pH微环境下,肿瘤细胞侵袭模型

在不同培养时间时的侵袭情况,量化了细胞侵袭距

离以及胶原基质材料的表面曲度、厚度和体积.研

究发现,细胞的侵袭距离与营养梯度相关,较大的营

养梯度会促使细胞侵袭更远的距离,但是细胞本身
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缺乏营养,也会影响其侵袭的距离.此外,酸性的微

环境也会增强细胞的侵袭能力.细胞侵袭过程中会

引起胶原收缩,且胶原的收缩与细胞的侵袭并不同

步,胶原收缩发生的时间有一定的滞后性.
与HＧE染色、激光共聚焦等常规生物检测方法

相比,OCT技术具有成像深度大、无损、高精度等优

点.与其他研究相比,本文提出的肿瘤细胞侵袭的

定量监测方法不仅可以研究整个侵袭过程中细胞的

动态变化,还关注细胞与基质间的相互作用,并且通

过多个量化信息,更全面地反映和揭示了细胞侵袭

的情况和机理.
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