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光学显微成像助力肿瘤精准医疗
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摘要  精准医疗是当下肿瘤诊疗的核心问题，即针对不同的病人定制治疗方案，以获得更好的治疗效果和预后。因

肿瘤生物机制及诊疗方案的复杂性，现行基于基因测序和传统表型功能检测的肿瘤精准医疗临床实践，难以有效制

定可覆盖大部分病患和药物选择的治疗方案。光学显微成像技术能够对肿瘤组织和细胞中的基因组、蛋白组和代

谢组信息进行定量分析和空间定位，识别特定病患肿瘤分子特征和生化反应异常，从而建立起肿瘤基因组和表型组

的认知桥梁。本文介绍了不同光学显微成像技术在肿瘤精准医疗领域的相关研究和应用，包括多重免疫荧光

（mIF）、荧光原位杂交（FISH）和相干拉曼散射（CRS）等光学显微成像技术。这些技术可以从肿瘤微环境、分子特

征和代谢组学等角度进行深入洞察，在肿瘤精准医疗领域发挥着重要作用。
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1　引　　言

过去几十年中，研究者在肿瘤研究领域［1-2］付出了

巨大努力，在肿瘤的诊断［3-4］和治疗［5-12］方面均取得了

实质性进展，但肿瘤目前仍是世界范围内最主要的健

康问题。针对特定病人制定精准有效的诊疗方案，即

肿瘤精准医疗的更深入实践，是当务之急。肿瘤精准

医疗，即通过分析个体肿瘤患者的基因型和分子图谱

等信息，将最合适的治疗方案与个体最大疗效相匹配，

未对其实现路径作任何限制。但是，随着研究者对肿

瘤遗传学的不断探索，尤其是二代测序（NGS）在靶向

药物伴随诊断中的应用，目前呈现出了一种将肿瘤精

准医疗与基于测序的诊断等同起来的趋势。

当前，大多数为患者匹配治疗方案的努力都依赖

于测序技术。二代测序技术的显著进步使肿瘤生物学

家能够识别肿瘤的数万种突变，其中部分突变的促癌

功能已被阐明，这些突变可被当作肿瘤相关生物标志

物来辅助治疗。然而，在临床场景下的肿瘤病例中，能

够引起肿瘤的基因比已经阐明机理的致癌基因要多得

多，同时，从基因突变到肿瘤表型的传导网络异常复

杂，众多致癌突变导致肿瘤发生的生物机制还远未阐

明。虽然靶向用药的临床试验研究是肿瘤精准医疗的

代表性创新方法，但基于测序结果进行伴随诊断的患

者队列只有 11%~23% 获得了预期的治疗反应［13-15］。

面对动态且呈网络状交织的突变的影响，仅依据静态

的测序结果难以对肿瘤临床诊疗进行有效的精准指

导。鉴于肿瘤成因和亚型的复杂性，如何将不断涌现

的靶向、免疫以及联合用药方案切实有效地应用于临

床实践，已成为临床医生面临的重大挑战。

大多数患者需要新的且与基因测序具有互补性的

策略来匹配合适的治疗方案。在当前的肿瘤临床用药

筛选实践中，最具吸引力的方案是表型功能检测，即通

过识别类器官等病源肿瘤模型的细胞活性和增殖状态

来评估特定患者对相应治疗干预的适用性和脆弱性。

尤其是基于多种光学显微成像技术的肿瘤生物分子分

析等方法，突破了老一代表型功能检测往往仅对细胞

活性和增殖状态进行检测的局限。利用光学显微成像

技术，研究者不但可以对肿瘤组织微环境和糖脂代谢

等细胞生理特点进行观测，还可以对特定蛋白进行空间

定位并实现对相关酶活性的定量分析，从而识别肿瘤分

子特征和生化反应异常，为肿瘤精准医疗提供除基因

型外更多维度的单细胞和分子生物学信息。因而该技

术有望成为理解肿瘤基因型和表型的桥梁。

2　现行肿瘤精准医疗应用的局限

2.1　基于基因组学的肿瘤精准医疗

首个人类基因组序列［16］发表（2004 年）后，2005 年

第一个大规模并行 DNA 测序平台出现，开创了下一代

测序（NGS）［17-18］的新时代，并使得在相对较大的临床

队列中对全基因组进行测序以识别罕见突变成为可

能。研究者借助高通量全基因组测序可以发现肿瘤基

因组中的诸多致癌变异，从而可以进行个体致癌突变

检测以及基于此的个性化肿瘤诊疗［26-27］，该范式已在

不同临床场景中成功应用［28-30］。同时，许多研究报道
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显示，可通过外显子组测序来识别多种遗传性疾

病［31-32］和肿瘤［33-42］的致病突变，其中的特定序列区域将

被测序数百甚至数千次，以实现高灵敏度［43-44］。

转录组测序技术（RNA-Seq）可以提供细胞和组

织在不同生理状态下的基因表达和调控模式快照。虽

然转录组只代表人类基因组的一小部分（<5%）［45］，但

来自选择性剪接［46］、基因融合［47］、反义转录［48］和 RNA
编辑［49］的转录本在很大程度上增加了转录组的多样

性。RNA-Seq 可以检测等位基因特异性表达、融合转

录本和非编码 RNA 可能会导致肿瘤的基因表达异常，

因此被越来越多地应用于肿瘤研究，极大地促进了列

腺癌［50-55］、乳腺癌［56-57］、淋巴瘤［58-59］、肉瘤［60］和黑色素

瘤［61］等各类肿瘤中新基因表达突变的发现。

尽管目前为患者匹配治疗方法的大部分努力都依

赖于测序技术，而且新一代测序（NGS）技术的显著进

步使得肿瘤生物学家能够识别数万个促癌突变［62-63］，但

人们也正在接近致癌突变的“长尾”，即大多数易被解释

的肿瘤驱动突变已经被发现；同时，到目前为止，基于测

序指导的临床治疗效果并未普遍重现伊马替尼在慢性

髓系白血病（CML）患者中实现>90% 应答率的优异表

现［64-65］，更多的情况是只有一小部分（<10%）肿瘤患

者能够受益于基因突变靶点相对应的治疗［66］。显然，

仅通过基因测序难以全面指导肿瘤的精准诊疗。

2.2　基于表型功能检测的肿瘤精准医疗

基因变异传导到肿瘤表型的机制异常复杂且充满

了随机性［67］，除了已批准的靶向治疗临床适应证，目前

无法有效靶向大多数潜在的肿瘤驱动基因，同时，化疗

药物的基因组生物标志尚不明确。因果机制复杂和动

静态系统不匹配等缺陷，使得单纯依赖基因组学实现

肿瘤精准医疗困难重重。针对该问题，研究者构建了

可对肿瘤表型进行检测的患者源异种移植（PDX）小

鼠模型。PDX 模型理论上保留了患者肿瘤在组织病

理学和遗传学上的特征［68-70］，但高昂的价格和低时效

性导致其很难被应用到日常临床实践中，而是主要被

应用于学术研究和制药开发中。近年来，诸多新兴肿

瘤模型的涌现使得表型功能检测突破了传统 PDX 模

型的局限，逐渐成为一个颇具前景的方案（如图 1 所

示），该方案可在低成本且保留病源肿瘤特征的前提下

评估肿瘤对治疗干预的脆弱性［71-72］。

近年来，循环肿瘤细胞（CTC）方法取得了显著进

图 1　从基因型到表型的肿瘤精准医疗［71］

Fig. 1　Genomics-based precision oncology to functional precision oncology[71]
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显示，可通过外显子组测序来识别多种遗传性疾

病［31-32］和肿瘤［33-42］的致病突变，其中的特定序列区域将

被测序数百甚至数千次，以实现高灵敏度［43-44］。

转录组测序技术（RNA-Seq）可以提供细胞和组

织在不同生理状态下的基因表达和调控模式快照。虽

然转录组只代表人类基因组的一小部分（<5%）［45］，但

来自选择性剪接［46］、基因融合［47］、反义转录［48］和 RNA
编辑［49］的转录本在很大程度上增加了转录组的多样

性。RNA-Seq 可以检测等位基因特异性表达、融合转

录本和非编码 RNA 可能会导致肿瘤的基因表达异常，

因此被越来越多地应用于肿瘤研究，极大地促进了列

腺癌［50-55］、乳腺癌［56-57］、淋巴瘤［58-59］、肉瘤［60］和黑色素

瘤［61］等各类肿瘤中新基因表达突变的发现。

尽管目前为患者匹配治疗方法的大部分努力都依

赖于测序技术，而且新一代测序（NGS）技术的显著进

步使得肿瘤生物学家能够识别数万个促癌突变［62-63］，但

人们也正在接近致癌突变的“长尾”，即大多数易被解释

的肿瘤驱动突变已经被发现；同时，到目前为止，基于测

序指导的临床治疗效果并未普遍重现伊马替尼在慢性

髓系白血病（CML）患者中实现>90% 应答率的优异表

现［64-65］，更多的情况是只有一小部分（<10%）肿瘤患

者能够受益于基因突变靶点相对应的治疗［66］。显然，

仅通过基因测序难以全面指导肿瘤的精准诊疗。

2.2　基于表型功能检测的肿瘤精准医疗

基因变异传导到肿瘤表型的机制异常复杂且充满

了随机性［67］，除了已批准的靶向治疗临床适应证，目前

无法有效靶向大多数潜在的肿瘤驱动基因，同时，化疗

药物的基因组生物标志尚不明确。因果机制复杂和动

静态系统不匹配等缺陷，使得单纯依赖基因组学实现

肿瘤精准医疗困难重重。针对该问题，研究者构建了

可对肿瘤表型进行检测的患者源异种移植（PDX）小

鼠模型。PDX 模型理论上保留了患者肿瘤在组织病

理学和遗传学上的特征［68-70］，但高昂的价格和低时效

性导致其很难被应用到日常临床实践中，而是主要被

应用于学术研究和制药开发中。近年来，诸多新兴肿

瘤模型的涌现使得表型功能检测突破了传统 PDX 模

型的局限，逐渐成为一个颇具前景的方案（如图 1 所

示），该方案可在低成本且保留病源肿瘤特征的前提下

评估肿瘤对治疗干预的脆弱性［71-72］。

近年来，循环肿瘤细胞（CTC）方法取得了显著进

图 1　从基因型到表型的肿瘤精准医疗［71］

Fig. 1　Genomics-based precision oncology to functional precision oncology[71]
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步。以前需要立即将 CTC 移植到动物体内进行繁殖，

即便如此，成功率也很低。使用改进的 CTC 微流控芯

片从乳腺癌患者肿瘤中分离出 CTC，接着通过扩展便

可使更广泛和更深层次的功能检测及测序成为可

能［73］，但其缺点是缺乏与亲代肿瘤类似的微环境。为

提供与真实肿瘤微环境（TME）相似的异质相互作用，

研究人员开发出了包含多种细胞类型的人工器官型培

养物，这些培养物的基因表达模式与亲代肿瘤更具一

致性［74］。这种基于多种细胞系重构的培养模型已被证

明可以预测体内结果［75］。将胃癌和结直肠癌肿瘤病源

细胞与成纤维细胞及间质细胞联合进行肿瘤细胞簇

（PTC）培养，可在 2~3 周内完成基于细胞活性和增殖

表型的药敏检测，并且准确率可以达到 90%［76］。类似

的研究模型还有肿瘤薄片［77］和肿瘤“微球体”［78］。在这

些模型构建过程中，通常把患者来源肿瘤细胞移植到

半固体细胞外基质［79］，并进行细胞扩增［80-81］，建立病源

肿瘤类器官（PDO）。这类模型可重建肿瘤来源组织

的内源性结构，比 2D 培养更接近体内肿瘤环境。目

前，人们已经从胰腺癌［82］、前列腺癌［83］和结肠癌［81］等病

源肿瘤中培养出类器官。

上述患者来源肿瘤模型可维持亲代肿瘤中的致癌

突变［82］，但都需要数周时间才能产生足够数量的检测

样本；同时，其培养成功率较低并且在不同的研究中差

异巨大（40%~85%），导致单例检测成本高达数万元，

面临巨大的时效性、成本性和准确性挑战（如图 2 所

示）。而且传统的表型功能检测往往局限于对细胞扩

增和活性的检测，难以对肿瘤致病机理和分子特征进

行深入研究，无法成为理解肿瘤成因的有力工具。

3　光学显微成像在肿瘤精准医疗领域

的应用

表型功能检测主要用于观测肿瘤模型的增殖状态

或活性，能够跨越突变理解局限和肿瘤发生机制复杂

等基因测序面临的障碍。但表型检测难以提供针对肿

瘤组织微环境、细胞分子特征和代谢组学等的微观见

解，使得研究人员无法结合测序结果对特定病例进行

深入的致病和耐药机制探索。并且受检测方式限制，

表型检测所需样本量较大，往往需要较长时间的模型

培养和构建，导致其对亲代肿瘤表征的一致性低，同时

检测周期长、成本高。而产生于活检和手术等临床场

景下的肿瘤样本量少，基于有限样本对病源肿瘤进行

检测是表型功能检测实现肿瘤精准医疗的前提。新涌

现的基于光学显微成像技术的肿瘤生物分子定量分析

方法可以解决表型功能检测的局限，即能够高通量多

维度地基于有限样本进行检测，其中的一些技术甚至

可以用于无损无干扰地观测样本的高时空分辨分子信

号，对肿瘤微环境、基因组、蛋白组和代谢分子特征进

行深度检测和分析。这些新技术预示着一种有前景的

肿瘤诊疗策略，即通过表型检测将蛋白组学、代谢组学

信息与测序结果相结合，从而将最佳疗法匹配到特定

的肿瘤患者，并对深层致病机制进行探讨（如图 3 所

示）。比如，Qi 等［84］通过基因组和代谢轮廓分析发现

图 2　主要表型功能检测肿瘤模型［68-83］

Fig. 2　Primary tumor models for phenotype function testing[68-83]

不同的病患族群在肿瘤代谢和免疫微环境方面存在差

异化特征，从而可以根据特定的代谢特征对肝细胞癌

患者进行精确有效的治疗。

3.1　多重免疫荧光（mIF）显微成像

免疫荧光成像技术：将不影响蛋白活性的荧光

色素标记于抗体或抗原，荧光标记与相应的抗原或

抗体结合后，在荧光显微镜下呈现特异性荧光反应，

通过荧光色素的发光效应对生物组织和细胞中的特

定蛋白进行成像。采用多重荧光探针分别对不同类

型细胞的特异生物抗原进行标记，即可区分特定类

型的细胞；若采用多重荧光探针对不同类型的目标

蛋白分子进行标记，即可对亚细胞目标蛋白的含量

和分布进行成像和检测。多重免疫荧光技术和图像

数据分析平台的发展，使得人们对肿瘤细胞或组织

中不同类型细胞的构成和比例、特定蛋白表达和含

量以及空间位置关系等肿瘤微环境信息进行成像和

分析成为可能。基于该技术，研究者能够更好地理

解肿瘤微环境中的细胞间相互作用，例如对肿瘤免

疫治疗有效性起决定性作用的肿瘤浸润淋巴细胞

（TIL）。

芬 兰 赫 尔 辛 基 大 学 的 Launonen 等［85］探 讨 了

BRCA1/2 突变的高级别浆液性卵巢癌（HGSC）肿瘤

微环境（TME）中单细胞免疫表型和空间的相互作用。

他们使用多重免疫荧光成像技术，对来自 31 个带有

BRCA1/2 突变和 13 个无同源重组基因改变病历的

112 个肿瘤样本的 124623 个单细胞进行了分析。研究

结果揭示了 BRCA1/2 突变肿瘤中免疫监测增强的证

据，尤为重要的是该研究展示了增殖性肿瘤细胞亚群

的特征及其对预后的影响。在 BRCA1/2 突变肿瘤

中，这些亚群的行为与 CD8+、CD4+ T 细胞的空间

免疫相互作用关联，通过单细胞空间分析可以证明肿

瘤细胞基因型和免疫细胞浸润表型共同影响预后，并

为高级别浆液性卵巢癌的免疫治疗策略和患者分层提

供新的见解［85］。

基于多重免疫荧光在肿瘤免疫微环境领域的进

展，Locke 和 Hoyt［86］将其应用于肿瘤微环境生物标志

物的空间相互作用分析，通过数据驱动的方法来深入

了解肿瘤与免疫系统的互动。他们提供了一个用于指

导空间生物学研究的全面框架（如图 4（a）所示），该框

架通过多重免疫荧光检测到的特征细胞共表达表型来

归类患者预后组别，有望提高 PD-1 和其他免疫治疗结

果预测的准确性（如图 4（b）所示）。

Taube 等［87］报道了约翰霍普金斯大学、耶鲁大学

和安德森癌症中心等 6 家单位进行的基于多重免疫荧

光技术指导 PD-1/PD-L1 免疫治疗的跨中心实践，以

评估该方法在不同实验室间统计评估的再现性和一致

图 3　基于光学显微成像的肿瘤精准医疗优势

Fig. 3　Advantages of tumor precision medicine based on optical microscopy imaging phenotype detection
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不同的病患族群在肿瘤代谢和免疫微环境方面存在差
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3.1　多重免疫荧光（mIF）显微成像
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基于多重免疫荧光在肿瘤免疫微环境领域的进
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物的空间相互作用分析，通过数据驱动的方法来深入

了解肿瘤与免疫系统的互动。他们提供了一个用于指

导空间生物学研究的全面框架（如图 4（a）所示），该框

架通过多重免疫荧光检测到的特征细胞共表达表型来

归类患者预后组别，有望提高 PD-1 和其他免疫治疗结

果预测的准确性（如图 4（b）所示）。

Taube 等［87］报道了约翰霍普金斯大学、耶鲁大学
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光技术指导 PD-1/PD-L1 免疫治疗的跨中心实践，以
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性。上述研究团队成功地在多个实验室中实现了对

PD-1/PD-L1 轴的高灵敏和可重复的多重免疫荧光表

征，如图 4（c）所示。不同的实验室对特定免疫细胞

（IC）和肿瘤细胞（TC）的密度、TC 上的 PD-L1 表达百

分比（%PD-L1）以及 PD-1/PD-L1 表达邻近性的检测

结果显示出高度一致性，证明了多重免疫荧光技术应

用于跨中心临床实践的可行性［87］。

得克萨斯大学安德森癌症中心的 Ajani 团队研

究 了 YAP1（Yes-Associated Protein 1）在 胃 腹 膜 癌

（PC）中的作用及其作为治疗靶点的潜力。他们通过

双 重 免 疫 荧 光 技 术 在 胃 腹 膜 癌 样 本 中 观 察 到 了

YAP1 和 EpCAM 的共表达，并发现 YAP1 高表达的

胃腹膜癌细胞具有肿瘤干细胞（CSC）特性，易于在

患者源性异种移植（PDX）和类器官（PDO）模型中

形成肿瘤。该研究为将 YAP1 蛋白表达和相关通路

上游基因作为胃腹膜癌治疗的新靶点提供了强有力

的证据［88］。

南方医科大学的李国新教授团队通过免疫荧光

显微成像技术，观察到了 MYH9 蛋白在胃癌细胞核

中的积累 ，推断 MYH9 可能参与肿瘤调控基因表

达。他们使用免疫荧光共定位技术研究了 MYH9

与 β - 连 环 蛋 白 在 细 胞 核 中 的 相 互 作 用 ，明 晰 了

MYH9 如何通过与 CTNNB1（β-连环蛋白）的相互作

用来促进其转录从而影响 Wnt/β -连环蛋白信号通

路的激活。他们基于免疫荧光显微成像发现 MYH9
可作为潜在的治疗靶点，特别是在抑制 CTNNB1 转

录和 Wnt/β -连环蛋白信号通路激活方面具有重要

作用。通过免疫荧光显微成像和染色质免疫沉淀

（ChIP）实验，研究者们证实了 MYH9 可以直接结合

到 CTNNB1 启 动 子 上 的 特 定 序 列 从 而 促 进

CTNNB1 的转录，发现了 MYH9 的 4 个潜在核定位

信号（NLSs），阐述了 MYH9 促进胃癌细胞无锚生长

和转移的机制，这些对于开发抑制胃肿瘤转移的新

策略至关重要［89］。

Ijsselsteijn 等［90］开发了一种无需酪胺信号放大的

免疫荧光方法，该方法通过免疫荧光可同时检测 7 个

关于肿瘤的细胞靶标。2020 年，Mori团队［91］描述了其

在表征肿瘤免疫微环境方面的工作：他们首先通过标

准免疫组织化学和单一复合物 IF 测试初级抗体，而后

开发多重面板，并使用 Vectra 3.0 多光谱成像系统获

得肿瘤组织的免疫微环境图像。2021 年，Hoyt［92］采用

该方法实现了 9重荧光染色的肿瘤组织成像（如图 4（d）

图 4　多重免疫荧光成像可深入探查肿瘤微环境和细胞间相互作用。（a）多重免疫荧光满足肿瘤空间生物学研究在不同研究阶段的

需求［86］；（b）在肿瘤微环境中通过多重免疫荧光成像识别生物标志物，以预测对免疫治疗的反应［86］；（c）多重免疫荧光对乳腺

癌组织微阵列（TMA）中 PD-L1 共表达的评估对于预测免疫检查点抑制剂治疗的反应具有重要意义［87］，比例尺为 200 μm； 
（d）多重免疫荧光呈现的 9 色复合图像为研究细胞相互作用及肿瘤微环境提供有力工具［92］，比例尺为 100 μm

Fig. 4　Multiplex immunofluorescence (mIF) imaging provides in-depth exploration of the tumor microenvironment and cell-cell 
interactions.  (a) Multiplex immunofluorescence meets the needs of tumor spatial biology research at different research stages[86]; 
(b) biomarkers can be identified in the tumor microenvironment through multiplex immunofluorescence imaging to predict 
responses to immunotherapy[86]; (c) assessment of PD-L1 co-expression in breast cancer tissue microarrays (TMA) by multiplex 
immunofluorescence is significant for predicting responses to immune checkpoint inhibitor therapy[87], with scale bar of 200 μm; 
(d) 9-color composite images presented by multiplex immunofluorescence provide a powerful tool for studying cell interactions 

and the tumor microenvironment[92], with scale bar of 100 μm

所示），并讨论了将这种方法转化为临床实践的可能

性。值得一提的是，Eminizer 等［93］通过对 8 个黑色素

瘤组织样本进行扫描成像，尝试表征和校正三种多光

谱显微镜之间光照强度和光谱灵敏度的差异，证明了

使用简单的校正模型即可将不同多重免疫荧光显微镜

所得的肿瘤组织内细胞共表达谱和空间关系数据进行

比较，进一步拓展了多重免疫荧光技术在肿瘤研究领

域的应用。

3.2　自发荧光（AF）显微成像

自发荧光成像区别于基于荧光探针的免疫荧光成

像，直接对生物体自体和药物来源的自发荧光信号进

行成像。自体荧光是细胞结构，如线粒体和溶酶体等，

吸收激发光后自然发射的荧光信号。自发荧光成像可

以检测生物样本本身或药物来源的具有自发荧光属性

的分子的成分、含量和分布，并观测相关生物反应的过

程及强度。自发荧光显微成像技术提供了一种直观和

非侵入的研究工具，用于评估药物反应和肿瘤异质性，

为探察肿瘤样本的多维信息、研究相关药物的药代及

药效动力学提供了有力手段。

威斯康星大学麦迪逊分校的 Skala 等以患者来源

的肿瘤类器官（PDOs）作为肿瘤表型检测的研究对

象，利用自发荧光显微成像捕捉代谢辅酶 NAD（P）H
和 FAD（黄素腺嘌呤二核苷酸）的自发荧光信号（如

图 5（a）所示），观察到了 PDOs 对治疗药物的反应，包

括生长抑制和代谢活性的变化，并揭示了 PDOs 内部

的异质性，包括细胞间和类器官间的代谢差异。这种

技术能够提供对药物效果的定量评估，有助于识别对

特定治疗敏感或耐药的细胞亚群。基于自发荧光成

像，医生可以在细胞维度更好地探索和理解不同患者

肿瘤的生物学特性，从而为患者选择最合适的治疗

方案［94］。

澳门大学 Deng 教授团队［95］基于自发荧光显微成

像技术，通过观察细胞内脂褐素的自发荧光变化来监

测药物对肿瘤切片样本的影响，实现了 3D 肿瘤切片

培养（3D-TSCs）中药物诱导的细胞凋亡过程的实时

观察。该研究证明了自发荧光显微成像技术可被用

于高通量药物筛选，即通过观察药物处理的 3D 肿瘤

切片培养模型中脂褐素自发荧光的变化（如图 5（b）
所示），可以快速筛选出对肿瘤细胞具有高效杀伤作

用的药物，这对于加速药物发现、优化治疗方案以及

实现肿瘤治疗的个性化具有重要意义。基于前述研

究，Yan 等［96］利用自发荧光显微成像技术进一步研究

了抗肿瘤药物的临床反应。他们通过观察类脂褐素

自发荧光的寿命，验证了通过自发荧光寿命成像

（FLIM）可以区分细胞凋亡和坏死（如图 5（c）所示）。

这对于评估药物的治疗效果和毒性具有重要意义，因

为不同类型的细胞死亡会被回溯到不同的通路，预示

着不同的治疗反应。

此外还有研究发现，探测细胞自发荧光强度和寿

命的双光子显微代谢成像（OMI）是一种用于临床前

药物开发的颇具前景的工具。2017 年，Cannon 等［97］利

用 OMI 量化了同一细胞来源异种移植肿瘤的 2D 细胞

系与 3D 类器官在药物反应中的细胞动态代谢差异。

Heaster 等［98］证明了代谢辅酶 NAD（P）H 和 FAD 的代

谢成像荧光强度和寿命可用于量化肿瘤细胞周期。基

于此，2019 年，他们又探索了头颈癌细胞群内代谢模

式的空间异质性［99］。另外，Lukina 等［100］使用双光子显

微镜和时间相关单光子计数测量了光学氧化还原比

（NAD（P）H 荧光强度除以 FAD 荧光强度）以及 NAD
（P）H 和 FAD 的荧光寿命参数，并探讨了将自荧光代

谢辅酶 NAD（P）H 和 FAD 的荧光寿命参数作为评估

肿瘤细胞对紫杉醇治疗反应指标的可能性。

3.3　荧光原位杂交（FISH）显微成像

荧光原位杂交（FISH）显微成像是一种分子生物

学技术，它利用荧光偶联的 DNA 片段来标记感兴趣

的基因组区域，这些标记的 DNA 片段会与目标 DNA
序列互补配对并形成杂交体，通过荧光显微镜可以高

分辨观测和分析特定基因的拷贝数和空间位置。荧

光原位杂交技术在肿瘤精准治疗中发挥着关键作

用，它不仅可以通过成像来识别肿瘤的基因型分子

特征，还是连接基因型与肿瘤表型的重要研究工具，

并为个体化治疗方案选择提供依据。例如，对人类表

皮生长因子受体 2（HER2）过量表达的乳腺癌患者，

通常使用曲妥珠单抗进行靶向治疗［101］，而荧光原位

杂交技术是目前临床上检测 HER2 表达水平的主流

方案。

荧光原位杂交显微成像检测到的 MET 扩增在非

小细胞肺癌（NSCLC）、胃癌、结直肠癌等多种类型的

肿瘤中均有发现，且明确与肿瘤预后相关。斯隆凯特

林癌症研究所的 Alexander Drilon 教授团队［102］应用荧

光原位杂交成像技术对 MET 基因进行标记，并观测

了其拷贝数的变化，同时利用标记染色体 7 的荧光原

位杂交探针（CEP7）计算了 MET 基因与 CEP7 的比值

（如图 6（a）所示）。MET 扩增水平与 MET 靶向治疗

的敏感性高度相关，在非小细胞肺癌中高级别的 MET
扩增一般代表着更好的靶向治疗反应。Chrzanowska
等［103］通过荧光原位杂交成像技术检测了 MET、ALK
和 ROS1 等相关基因在肿瘤细胞中特定的扩增和重排

（如图 6（b）所示），这些基因的改变是靶向治疗的关键

生物标志物。他们基于荧光原位杂交成像的检测结果

预测了肿瘤对特定治疗的反应，如对 MET 抑制剂和

ALK 抑制剂等的反应。Pawlyn 和 Davies［104］讨论了荧

光原位杂交成像技术在多发性骨髓瘤（MM）个性化治

疗领域的应用，并采用该技术识别了导致骨髓瘤发生

和发展的基因重排事件，据此可选择最合适的治疗

方案。
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所示），并讨论了将这种方法转化为临床实践的可能

性。值得一提的是，Eminizer 等［93］通过对 8 个黑色素

瘤组织样本进行扫描成像，尝试表征和校正三种多光

谱显微镜之间光照强度和光谱灵敏度的差异，证明了

使用简单的校正模型即可将不同多重免疫荧光显微镜

所得的肿瘤组织内细胞共表达谱和空间关系数据进行

比较，进一步拓展了多重免疫荧光技术在肿瘤研究领

域的应用。

3.2　自发荧光（AF）显微成像

自发荧光成像区别于基于荧光探针的免疫荧光成

像，直接对生物体自体和药物来源的自发荧光信号进

行成像。自体荧光是细胞结构，如线粒体和溶酶体等，

吸收激发光后自然发射的荧光信号。自发荧光成像可

以检测生物样本本身或药物来源的具有自发荧光属性

的分子的成分、含量和分布，并观测相关生物反应的过

程及强度。自发荧光显微成像技术提供了一种直观和

非侵入的研究工具，用于评估药物反应和肿瘤异质性，

为探察肿瘤样本的多维信息、研究相关药物的药代及

药效动力学提供了有力手段。

威斯康星大学麦迪逊分校的 Skala 等以患者来源

的肿瘤类器官（PDOs）作为肿瘤表型检测的研究对

象，利用自发荧光显微成像捕捉代谢辅酶 NAD（P）H
和 FAD（黄素腺嘌呤二核苷酸）的自发荧光信号（如

图 5（a）所示），观察到了 PDOs 对治疗药物的反应，包

括生长抑制和代谢活性的变化，并揭示了 PDOs 内部

的异质性，包括细胞间和类器官间的代谢差异。这种

技术能够提供对药物效果的定量评估，有助于识别对

特定治疗敏感或耐药的细胞亚群。基于自发荧光成

像，医生可以在细胞维度更好地探索和理解不同患者

肿瘤的生物学特性，从而为患者选择最合适的治疗

方案［94］。

澳门大学 Deng 教授团队［95］基于自发荧光显微成

像技术，通过观察细胞内脂褐素的自发荧光变化来监

测药物对肿瘤切片样本的影响，实现了 3D 肿瘤切片

培养（3D-TSCs）中药物诱导的细胞凋亡过程的实时

观察。该研究证明了自发荧光显微成像技术可被用

于高通量药物筛选，即通过观察药物处理的 3D 肿瘤

切片培养模型中脂褐素自发荧光的变化（如图 5（b）
所示），可以快速筛选出对肿瘤细胞具有高效杀伤作

用的药物，这对于加速药物发现、优化治疗方案以及

实现肿瘤治疗的个性化具有重要意义。基于前述研

究，Yan 等［96］利用自发荧光显微成像技术进一步研究

了抗肿瘤药物的临床反应。他们通过观察类脂褐素

自发荧光的寿命，验证了通过自发荧光寿命成像

（FLIM）可以区分细胞凋亡和坏死（如图 5（c）所示）。

这对于评估药物的治疗效果和毒性具有重要意义，因

为不同类型的细胞死亡会被回溯到不同的通路，预示

着不同的治疗反应。

此外还有研究发现，探测细胞自发荧光强度和寿

命的双光子显微代谢成像（OMI）是一种用于临床前

药物开发的颇具前景的工具。2017 年，Cannon 等［97］利

用 OMI 量化了同一细胞来源异种移植肿瘤的 2D 细胞

系与 3D 类器官在药物反应中的细胞动态代谢差异。

Heaster 等［98］证明了代谢辅酶 NAD（P）H 和 FAD 的代

谢成像荧光强度和寿命可用于量化肿瘤细胞周期。基

于此，2019 年，他们又探索了头颈癌细胞群内代谢模

式的空间异质性［99］。另外，Lukina 等［100］使用双光子显

微镜和时间相关单光子计数测量了光学氧化还原比

（NAD（P）H 荧光强度除以 FAD 荧光强度）以及 NAD
（P）H 和 FAD 的荧光寿命参数，并探讨了将自荧光代

谢辅酶 NAD（P）H 和 FAD 的荧光寿命参数作为评估

肿瘤细胞对紫杉醇治疗反应指标的可能性。

3.3　荧光原位杂交（FISH）显微成像

荧光原位杂交（FISH）显微成像是一种分子生物

学技术，它利用荧光偶联的 DNA 片段来标记感兴趣

的基因组区域，这些标记的 DNA 片段会与目标 DNA
序列互补配对并形成杂交体，通过荧光显微镜可以高

分辨观测和分析特定基因的拷贝数和空间位置。荧

光原位杂交技术在肿瘤精准治疗中发挥着关键作

用，它不仅可以通过成像来识别肿瘤的基因型分子

特征，还是连接基因型与肿瘤表型的重要研究工具，

并为个体化治疗方案选择提供依据。例如，对人类表

皮生长因子受体 2（HER2）过量表达的乳腺癌患者，

通常使用曲妥珠单抗进行靶向治疗［101］，而荧光原位

杂交技术是目前临床上检测 HER2 表达水平的主流

方案。

荧光原位杂交显微成像检测到的 MET 扩增在非

小细胞肺癌（NSCLC）、胃癌、结直肠癌等多种类型的

肿瘤中均有发现，且明确与肿瘤预后相关。斯隆凯特

林癌症研究所的 Alexander Drilon 教授团队［102］应用荧

光原位杂交成像技术对 MET 基因进行标记，并观测

了其拷贝数的变化，同时利用标记染色体 7 的荧光原

位杂交探针（CEP7）计算了 MET 基因与 CEP7 的比值

（如图 6（a）所示）。MET 扩增水平与 MET 靶向治疗

的敏感性高度相关，在非小细胞肺癌中高级别的 MET
扩增一般代表着更好的靶向治疗反应。Chrzanowska
等［103］通过荧光原位杂交成像技术检测了 MET、ALK
和 ROS1 等相关基因在肿瘤细胞中特定的扩增和重排

（如图 6（b）所示），这些基因的改变是靶向治疗的关键

生物标志物。他们基于荧光原位杂交成像的检测结果

预测了肿瘤对特定治疗的反应，如对 MET 抑制剂和

ALK 抑制剂等的反应。Pawlyn 和 Davies［104］讨论了荧

光原位杂交成像技术在多发性骨髓瘤（MM）个性化治

疗领域的应用，并采用该技术识别了导致骨髓瘤发生

和发展的基因重排事件，据此可选择最合适的治疗

方案。
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图 5　自发荧光显微成像揭示肿瘤细胞的药物干预反应。（a）基于来自 NAD（P）H 还原形式的自发荧光进行细胞和类器官水平的药

物敏感性检测［94］，比例尺为 400 μm；（b）双光子荧光显微镜对组织模型中胶原蛋白、脂褐素和黄素自发荧光的检测可以预测肿

瘤对化疗和免疫治疗的反应［95］，比例尺为 24 μm；（c）通过双光子荧光和荧光寿命成像（FLIM）获得应激诱导的脂褐素自体荧

光寿命参数能够在单个细胞水平上区分细胞坏死与凋亡［96］，比例尺为 50 μm
Fig. 5　Autofluorescence microscopy reveals drug intervention responses in tumor cells.  (a) Detecting drug sensitivity at the cellular and 

organoid levels based on autofluorescence from the reduced form of NAD(P)H[94], with scale bar of 400 μm; (b) two-photon 
fluorescence microscopy for detecting collagen, lipofuscin, and flavin autofluorescence in tissue models can predict tumor 
responses to chemotherapy and immunotherapy[95], with scale bar of 24 μm; (c) obtaining lipofuscin autofluorescence lifetime 
parameter through two-photon fluorescence imaging and fluorescence lifetime imaging (FLIM) techniques can distinguish 

between apoptosis and necrosis in individual cell level[96], with scale bar of 50 μm
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3.4　二次谐波（SHG）显微成像

二次谐波（SHG）显微成像近年来在肿瘤精准医

疗领域的研究也有诸多进展。它利用激光在非中心对

称结构（如胶原纤维）上散射产生的二次谐波信号进行

显微成像，可在不需要对样本进行处理和染色的前提

下，对组织样本进行成像并提供特定的成分信息。作

为生物结构检测和耐久追踪标记的新工具，其在肿瘤

微环境和肿瘤分级等的研究中受到了广泛关注。在二

次谐波显微成像检测到的胶原纤维图像中可以观察到

胶原纤维的排列方式和分布特点，胶原纤维在恶性样

本中往往沿着单一方向高度对齐，这与肿瘤的侵袭性

和预后有关。二次谐波显微成像可以辅助病理学家对

肿瘤进行分级和分期，定量分析胶原纤维可以提高肿

瘤分级的准确性，从而有助于医生作出更适宜的治疗

方案［105］。

西奈山伊坎医学院的 Di Martino 团队［106］，使用二

次谐波显微成像技术分析了肿瘤组织的细胞外基质

（ECM）特征，特别是肿瘤细胞休眠和增殖状态之间的

ECM 差异。该团队使用二次谐波成像技术比较了休

眠和增殖肿瘤细胞周围的 ECM 结构，结果显示，与增

殖肿瘤细胞相比，休眠肿瘤细胞周围的 ECM 主要由

波浪状胶原纤维组成，并且胶原纤维的线性排列程度

较低。他们通过测量胶原纤维的方向性发现休眠肿瘤

中的胶原纤维方向性较低，而增殖肿瘤中胶原纤维的

方向性较高，如图 7（a）所示。进而，该团队使用二次

谐波成像技术分析了头颈部鳞状细胞癌（HNSCC）患

者的肿瘤组织微阵列，结果显示，与淋巴结阳性患者相

比，淋巴结阴性患者肿瘤组织中的 III 型胶原水平更

高。这种 III 型胶原丰富的 ECM 微环境通过 DDR1
（discoidin domain receptor tyrosine kinase）和 STAT1
（signal transducer and activator of transcription 1）信号

通路来维持肿瘤细胞的休眠状态。接着，该团队通

过在体外和体内实验中操纵 III 型胶原水平，验证了

其在肿瘤细胞休眠中的作用。他们发现：在体外实

验中，增加 III 型胶原含量可以诱导肿瘤细胞进入休

眠状态；而在体内实验中，使用 III 型胶原富集的生

物工程支架可以减小局部复发的概率。基于这些发

现，该团队提出了肿瘤细胞休眠和 ECM 的关联机

制，为相关肿瘤进行检测和治疗提供了新的潜在

靶点［106］。

约 翰 霍 普 金 斯 大 学 的 Zaver Bhujwalla 教 授 团

队［107］使用二次谐波显微成像技术研究了前列腺癌转

图 6　荧光原位杂交成像检测靶向治疗标志物及相关肿瘤分子特征。（a）致癌基因 MET 的扩增形式可通过荧光原位杂交技术进行

区分，从而可以分析该基因扩增模式与肿瘤生物学行为的关系［102］；（b）荧光原位杂交显微成像可对肺癌、胶质瘤和乳腺癌等多

种肿瘤组织中的基因重排、融合、扩增和缺失等遗传异常进行检测和分析［103］

Fig. 6　Fluorescence in situ hybridization (FISH) imaging detects biomarkers for targeted therapy and related tumor molecular 
characteristics.  (a) Amplification patterns of the oncogene MET can be distinguished using fluorescence in situ hybridization 
technology to analyze the relationship between this gene amplification pattern and tumor biological behavior[102]; (b) fluorescence 
in situ hybridization microscopy can detect and analyze genetic abnormalities such as rearrangements, fusions, amplifications, 

and deletions in various tumor tissues including lung cancer, gliomas, and breast cancer[103]
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移过程中细胞外基质（ECM）的功能和特征，并对人类

前列腺癌异种移植物中 I 型胶原（Col1）的纤维形态进

行了表征。他们通过比较易于转移的原位肿瘤和转移

能力较差的皮下肿瘤，观察到了原位肿瘤与皮下肿瘤

在 Col1 纤维模式上的显著差异，并认为这可能与肿瘤

微环境中的低氧状态有关，如图 7（b）所示。该团队还

使用二次谐波显微镜对人类前列腺癌组织微阵列进行

了成像，以检测正常组织、癌旁组织、未发生转移的原

发前列腺癌组织和已发生转移的原发前列腺癌组织中

的 Col1 纤维形态，如图 7（c）所示。与前述研究一致，

恶性前列腺癌组织中的 Col1 纤维比正常组织的对齐

程度和线性更高。该研究团队结合二次谐波成像结果

和磁共振成像（MRI）衍生的宏分子运输参数发现，肿

瘤中宏分子运输参数与 Col1 纤维的含量成正相关，强

调了癌症相关成纤维细胞（CAFs）在促进肿瘤侵袭方

面的作用以及在前列腺癌治疗中减少 CAFs 的重要

性。这些发现提供了有关前列腺癌预后判断和治疗策

略的新见解［107］。

此外，康星大学的 Eliceiri教授团队［108］使用二次谐

波显微镜对乳腺癌、胰腺癌和结直肠癌等肿瘤组织的

胶原纤维进行了分析，探讨了胶原纤维组织是如何影

响肿瘤微环境的，包括肿瘤细胞的侵袭和免疫细胞的

图 7　二次谐波显微成像，可通过胶原纤维等细胞外基质特征研究肿瘤分期判定和转移性预测。（a）二次谐波显微成像显示，与增殖

肿瘤细胞相比，休眠肿瘤细胞外基质胶原纤维线性排列程度低且方向性更高［106］，比例尺为 100 μm；（b）基于二次谐波显微图

像可以发现易于转移的原位肿瘤中 I型胶原（Col1）的面积明显高于转移能力较差的皮下肿瘤，并且这种区分在肿瘤的常氧区

域更为显著［107］，比例尺为 60 μm；（c）正常组织、正常邻近组织、未发生转移的恶性组织以及已发生转移的恶性组织的二次谐

波图像显示，随着肿瘤恶性程度的增加，纤维的长宽比显著递增［107］，比例尺为 60 μm
Fig. 7　Second harmonic generation (SHG) microscopy reveals information about extracellular matrix components such as collagen to 

elucidate tumor staging and metastatic potential.  (a) SHG microscopy images illustrate that, compared to proliferating tumor 
cells, dormant tumor cells have a lower degree of linear alignment and higher directionalality of extracellular matrix collagen 
fibers[106], scale bar: 100 μm; (b) SHG-based microscopy image reveals that in situ tumors with a propensity for metastasis have a 
significantly higher area of type I collagen (Col1) than subcutaneous tumors with less metastatic potential, and this distinction is 
more pronounced in the normoxic regions of the tumors[107], scale bar: 60 μm; (c) SHG images of normal tissue, adjacent normal 
tissue, malignant tissue without metastasis, and malignant tissue with metastasis show that as the malignancy of the tumor 

increases, the aspect ratio of the fibers increases significantly[107], scale bar: 60 μm

迁移。Bian 教授团队［109］利用二次谐波显微成像技术

研究了胃癌微环境中胶原纤维的变化及其与预后的关

系，结果发现胶原纤维的长宽比可以作为判断胃癌预

后的有力指标。威斯康星大学的 Best 等［110］利用二次

谐波显微成像技术研究了肾细胞癌（RCC）中胶原纤

维组织的排列，并探讨了其与肿瘤分级的相关性。结

果显示，胶原纤维的密度和排列在不同分级的 RCC 中

表现出了显著差异，这有助于提高肾肿瘤分级判定的

准确率。另外，二次谐波还可与三次谐波（THG）及多

光子激发荧光（2PEF/3PEF）等成像方案结合，提供更

为丰富的肿瘤组织成像信息。例如，结合二次谐波与

三次谐波成像可以通过脂质膜状结构和  DNA 聚集形

成的光学界面，实现肿瘤的可视化。该方法不仅在脑

胶质瘤组织中获得了与金标准（H&E 病理分析）一致

的肿瘤病理图像，还获得了细胞增生、核多形性与血管

增殖等信息［111］。

3.5　相干拉曼散射（CRS）显微成像

随着光学技术的不断发展，以多重免疫荧光和荧

光原位杂交为代表的显微成像技术成为现代肿瘤医

学研究的重要手段。然而，基于荧光的显微技术存在

一定局限性，例如：荧光标记分子的引入会干扰细胞

的正常生化过程；荧光信号需要高能激发光激发电子

使之跃迁才可产生，样本易受到激发光的伤害；荧光

基团存在的光漂白现象限制了样本的长时间观察；很

多重要的研究目标物，如细胞内的糖类和脂类小分

子，难以或无法被荧光基团标记。自发拉曼散射不需

要对样品进行任何化学或荧光标记，是一种无干扰的

成像方法，适用于活体肿瘤细胞和组织的成像分析，

能够实现高空间分辨率成像并能提供分子振动的指

纹信息，可以区分不同的化学键和分子结构，在分子

识别和分析方面具有非常大的价值［112］。但自发拉曼

散射成像也有其自身的缺陷，如灵敏度较低且成像速

度受限，较低的通量限制了其在肿瘤精准诊疗领域的

应用。

与自发拉曼散射一样，相干拉曼散射（CRS）仍将

分子键振动作为成像的基础，但它可以通过非线性光

学效应使拉曼散射信号显著增强，从而提高成像速度

和检测灵敏度。相干拉曼散射主要包括相干反斯托

克斯拉曼散射（CARS）与受激拉曼散射（SRS）显微

成像技术。CARS 成像技术于 1982 年诞生于美国海

军实验室［113］，然而由于 CARS 过程中的电子跃迁可

绕过分子键振动直接通过虚能级产生，因而 CARS
信号存在非共振背景的干扰。为了解决此问题，哈

佛 大 学 的 谢 晓 亮 课 题 组 在 2008 年 推 出 了 SRS 技

术［114］。 SRS 是一种基于受激过程的技术。在该技

术中，两束频率差与特定分子键振动频率匹配的激

光（泵浦光和斯托克斯光）通过受激激发实现拉曼信

号的放大，同时发生激发光子与分子键振动之间的

共振能量交换，使泵浦光束和斯托克斯光束强度发

生仅依赖特定分子键振动的变化，分别是受激拉曼增

益（SRG）和受激拉曼损耗（SRL），然后对 SRG/SRL
进行定量检测，实现成像。该技术具有严格的分子键

共振特征，不再受非共振背景的干扰，因而不但在光谱

上与自发拉曼一致，并且可以通过分子能级共振效应

将拉曼成像信号强度和成像速度提高 104~106 倍，在

非侵入、无损的前提下提供高灵敏度高时空分辨的生

物样本化学信息成像，在肿瘤精准医疗研究领域具有

巨大潜力。

2020 年，美国加州理工学院的 Wei 团队［115］利用

SRS 显微成像技术研究了转移性黑色素瘤细胞的代

谢特征。他们使用 SRS 技术对黑色素瘤单细胞的代

谢物进行了成像和空间映射，比较了不同细胞系脂代

谢强度的差异，并分析了这些差异与脂肪酸合成相关

基因的关系，如图 8（a）所示。他们发现：脂肪酸合成

途径可作为黑色素瘤药物脆弱性的识别指征；脱分化

间充质细胞中脂质单不饱和度与 BRAF 抑制的固有

抵抗有关。他们将 SRS 成像结果与脂质组学和转录

组学结合起来进行分析，提出了基于脂质代谢调控的

潜在治疗途径。SRS 成像技术可揭示单细胞的代谢

异质性，这对于开发针对特定细胞亚群的个性化治疗

方案具有重要意义。该工作展现了 SRS 显微成像技

术在肿瘤精准医疗研究中的潜力，特别是在识别和验

证药物靶点、理解肿瘤细胞代谢异质性以及实时观察

药物响应等方面具有巨大潜力。

通过对耐药肿瘤细胞代谢重编程表型进行研

究，波士顿大学的程继新教授课题组利用 SRS 显微

成像技术发现了铂类耐药细胞在代谢上的显著变

化，这些变化包括脂肪酸（FA）摄取的增加以及葡萄

糖摄取和糖源性脂质生成的减少。这一发现表明癌

细胞从葡萄糖依赖的合成和能量代谢转变为脂肪酸

依赖。该课题组提出了一个“代谢指数”，即葡萄糖

衍生和脂肪酸摄取的比值（如图 8（b）所示）。该指

数与卵巢癌细胞对铂类药物的耐药水平呈线性相

关，展现了 SRS 成像用于快速检测铂类药物耐药的

能力［116］。另外，该课题组利用 SRS 显微成像技术研

究了卵巢癌干细胞（CSCs）的代谢特征，结果显示：

与非卵巢癌干细胞相比，卵巢癌干细胞具有显著增

加的不饱和脂肪酸水平。这表明不饱和脂肪酸可能

是卵巢癌干细胞的代谢标志物，并提示脂质重塑是

卵巢癌干细胞的一个特异性治疗靶点，为开发新的

治疗策略提供了理论基础［117］。从代谢变化监控的

角度，Bardhan 教授课题组［118］利用拉曼显微成像监

测了 KRAS 突变的结直肠癌（CRC）HCT116 细胞在

药物作用下的关键代谢物变化，并将其作为早期预

测治疗反应的指标。研究发现，HCT116 细胞对西

妥昔单抗（CTX）这种一线治疗药物具有抵抗性，但

预先用奥沙利铂（OX）进行细胞敏化可以克服这种

抗性。该研究指出脂质和氨基酸的代谢指征可作为
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迁移。Bian 教授团队［109］利用二次谐波显微成像技术

研究了胃癌微环境中胶原纤维的变化及其与预后的关

系，结果发现胶原纤维的长宽比可以作为判断胃癌预

后的有力指标。威斯康星大学的 Best 等［110］利用二次

谐波显微成像技术研究了肾细胞癌（RCC）中胶原纤

维组织的排列，并探讨了其与肿瘤分级的相关性。结

果显示，胶原纤维的密度和排列在不同分级的 RCC 中

表现出了显著差异，这有助于提高肾肿瘤分级判定的

准确率。另外，二次谐波还可与三次谐波（THG）及多

光子激发荧光（2PEF/3PEF）等成像方案结合，提供更

为丰富的肿瘤组织成像信息。例如，结合二次谐波与

三次谐波成像可以通过脂质膜状结构和  DNA 聚集形

成的光学界面，实现肿瘤的可视化。该方法不仅在脑

胶质瘤组织中获得了与金标准（H&E 病理分析）一致

的肿瘤病理图像，还获得了细胞增生、核多形性与血管

增殖等信息［111］。

3.5　相干拉曼散射（CRS）显微成像

随着光学技术的不断发展，以多重免疫荧光和荧

光原位杂交为代表的显微成像技术成为现代肿瘤医

学研究的重要手段。然而，基于荧光的显微技术存在

一定局限性，例如：荧光标记分子的引入会干扰细胞

的正常生化过程；荧光信号需要高能激发光激发电子

使之跃迁才可产生，样本易受到激发光的伤害；荧光

基团存在的光漂白现象限制了样本的长时间观察；很

多重要的研究目标物，如细胞内的糖类和脂类小分

子，难以或无法被荧光基团标记。自发拉曼散射不需

要对样品进行任何化学或荧光标记，是一种无干扰的

成像方法，适用于活体肿瘤细胞和组织的成像分析，

能够实现高空间分辨率成像并能提供分子振动的指

纹信息，可以区分不同的化学键和分子结构，在分子

识别和分析方面具有非常大的价值［112］。但自发拉曼

散射成像也有其自身的缺陷，如灵敏度较低且成像速

度受限，较低的通量限制了其在肿瘤精准诊疗领域的

应用。

与自发拉曼散射一样，相干拉曼散射（CRS）仍将

分子键振动作为成像的基础，但它可以通过非线性光

学效应使拉曼散射信号显著增强，从而提高成像速度

和检测灵敏度。相干拉曼散射主要包括相干反斯托

克斯拉曼散射（CARS）与受激拉曼散射（SRS）显微

成像技术。CARS 成像技术于 1982 年诞生于美国海

军实验室［113］，然而由于 CARS 过程中的电子跃迁可

绕过分子键振动直接通过虚能级产生，因而 CARS
信号存在非共振背景的干扰。为了解决此问题，哈

佛 大 学 的 谢 晓 亮 课 题 组 在 2008 年 推 出 了 SRS 技

术［114］。 SRS 是一种基于受激过程的技术。在该技

术中，两束频率差与特定分子键振动频率匹配的激

光（泵浦光和斯托克斯光）通过受激激发实现拉曼信

号的放大，同时发生激发光子与分子键振动之间的

共振能量交换，使泵浦光束和斯托克斯光束强度发

生仅依赖特定分子键振动的变化，分别是受激拉曼增

益（SRG）和受激拉曼损耗（SRL），然后对 SRG/SRL
进行定量检测，实现成像。该技术具有严格的分子键

共振特征，不再受非共振背景的干扰，因而不但在光谱

上与自发拉曼一致，并且可以通过分子能级共振效应

将拉曼成像信号强度和成像速度提高 104~106 倍，在

非侵入、无损的前提下提供高灵敏度高时空分辨的生

物样本化学信息成像，在肿瘤精准医疗研究领域具有

巨大潜力。

2020 年，美国加州理工学院的 Wei 团队［115］利用

SRS 显微成像技术研究了转移性黑色素瘤细胞的代

谢特征。他们使用 SRS 技术对黑色素瘤单细胞的代

谢物进行了成像和空间映射，比较了不同细胞系脂代

谢强度的差异，并分析了这些差异与脂肪酸合成相关

基因的关系，如图 8（a）所示。他们发现：脂肪酸合成

途径可作为黑色素瘤药物脆弱性的识别指征；脱分化

间充质细胞中脂质单不饱和度与 BRAF 抑制的固有

抵抗有关。他们将 SRS 成像结果与脂质组学和转录

组学结合起来进行分析，提出了基于脂质代谢调控的

潜在治疗途径。SRS 成像技术可揭示单细胞的代谢

异质性，这对于开发针对特定细胞亚群的个性化治疗

方案具有重要意义。该工作展现了 SRS 显微成像技

术在肿瘤精准医疗研究中的潜力，特别是在识别和验

证药物靶点、理解肿瘤细胞代谢异质性以及实时观察

药物响应等方面具有巨大潜力。

通过对耐药肿瘤细胞代谢重编程表型进行研

究，波士顿大学的程继新教授课题组利用 SRS 显微

成像技术发现了铂类耐药细胞在代谢上的显著变

化，这些变化包括脂肪酸（FA）摄取的增加以及葡萄

糖摄取和糖源性脂质生成的减少。这一发现表明癌

细胞从葡萄糖依赖的合成和能量代谢转变为脂肪酸

依赖。该课题组提出了一个“代谢指数”，即葡萄糖

衍生和脂肪酸摄取的比值（如图 8（b）所示）。该指

数与卵巢癌细胞对铂类药物的耐药水平呈线性相

关，展现了 SRS 成像用于快速检测铂类药物耐药的

能力［116］。另外，该课题组利用 SRS 显微成像技术研

究了卵巢癌干细胞（CSCs）的代谢特征，结果显示：

与非卵巢癌干细胞相比，卵巢癌干细胞具有显著增

加的不饱和脂肪酸水平。这表明不饱和脂肪酸可能

是卵巢癌干细胞的代谢标志物，并提示脂质重塑是

卵巢癌干细胞的一个特异性治疗靶点，为开发新的

治疗策略提供了理论基础［117］。从代谢变化监控的

角度，Bardhan 教授课题组［118］利用拉曼显微成像监

测了 KRAS 突变的结直肠癌（CRC）HCT116 细胞在

药物作用下的关键代谢物变化，并将其作为早期预

测治疗反应的指标。研究发现，HCT116 细胞对西

妥昔单抗（CTX）这种一线治疗药物具有抵抗性，但

预先用奥沙利铂（OX）进行细胞敏化可以克服这种

抗性。该研究指出脂质和氨基酸的代谢指征可作为
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预测肿瘤细胞对治疗抵抗程度的指标，基于拉曼显

微成像的代谢检测有能力预测临床肿瘤治疗的反应

和预后。

基于临床对肿瘤脱落细胞高通量检测和化疗治

疗效果评估的迫切需求，北京航空航天大学的岳蜀

华教授团队［119］利用 SRS 显微成像技术对腹腔灌洗

脱落细胞进行了成像分析，以提高胃癌（GC）腹膜转

移（PM）的检测准确率和速度。他们将 SRS 图像与

深度学习算法结合，开发出了一种结合 K-means 和

主成分分析（PCA）的 K-PCA 算法，用其进行细胞分

型。同时，他们从腹膜灌洗液中提取单个脱落细胞

的形态和组分特征，以更准确地区分腹膜转移阳性

和阴性标本，显著提高了检测的敏感度、特异度及

速度。

此外，凭借 SRS 系统兼具图像与光谱信息采集的

优势，麻省理工-哈佛博德研究所的 Regev 教授团队［120］

通过整合高光谱 SRS 显微图像和多模态数据，推断出

了活细胞中的基因表达谱。在研究中，他们将空间分

辨 单 分 子 RNA-FISH（smFISH）数 据 作 为 锚 点 ，将

scRNA-seq 图谱与配对的空间高光谱拉曼图像结合起

来，使用机器学习模型从单细胞水平高光谱显微成像

中推断出了基因表达谱，如图 8（c）所示。该工作展示

了 SRS 检测技术在连接肿瘤精准医疗基因型和表型

研究范式方面的能力。

近 10 年来，SRS 显微技术高速发展，除上述研究

外，该技术在肿瘤精准医疗领域还有诸多进展。研究

人员基于 SRS 技术对新鲜肿瘤组织进行快速成像，

通过脂质和蛋白质双通道成像，得到了与病理学金标

准 H&E 图像高度一致的双色 SRS 图像［121-122］。类似

地，SRS 技术基于肿瘤组织与正常组织的成分差异可

对肿瘤边缘进行定位，并可对脑胶质瘤切除等高精度

手术进行实时精准指引［123］。岳蜀华等［124］发挥 SRS
显微成像和成分分析的特点，对前列腺肿瘤组织进行

了单细胞脂质成分定量分析，推动了前列腺癌诊断及

新型干预治疗靶点的发现。另外，通过小分子标记方

式，SRS 成像可以识别新合成生物分子从而观测代谢

图 8　SRS 成像为肿瘤精准医疗提供了更深入的洞察。（a）基于 SRS 的活细胞成像构建细胞表型与基因型关系，以解释黑色素瘤细

胞代谢重编程机理，揭示代谢干预治疗的潜在靶点［115］，比例尺：20 μm；（b）SRS 观测到顺铂耐药细胞从葡萄糖向脂肪酸依赖

的代谢变化，基于对 SRS 图像的定量分析得出的代谢指数可用于肿瘤耐药预测［116］，比例尺：20 μm；（c）Raman2RNA（R2R）的

工作流程，包括细胞培养、细胞分子振动能级检测、单分子 RNA 荧光原位杂交（smFISH）成像、并行培养细胞的单细胞 RNA
测序（scRNA-seq），以及通过机器学习和多模态数据整合从拉曼光谱中预测单细胞 RNA-seq 表达谱［120］

Fig. 8　Stimulated Raman scattering (SRS) imaging provides deeper insights for precision medicine in cancer.  (a) SRS-based live cell 
imaging elucidates the relationship between cell phenotype and genotype, explaining the metabolic reprogramming mechanisms 
of melanoma cells, revealing potential targets for metabolic intervention therapy[115], scale bar: 20 μm; (b) SRS observes 
metabolic shifts from glucose to fatty acid dependence in cisplatin-resistant cells, and metabolic index derived from quantitative 
analysis of SRS images can be used for tumor resistance prediction[116], scale bar: 20 μm; (c) the workflow of Raman2RNA (R2R) 
encompasses cell culturing, molecular vibrational energy level detection of cells, single-molecule RNA fluorescence in situ 
hybridization (smFISH) imaging, parallel single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) of cultured cells, and the prediction of 

single-cell RNA-seq expression profiles from Raman spectra through machine learning and multi-modal data integration[120]

过程。如，闵玮课题组［125］与黄岩谊课题组［126］利用氘

代和炔基等拉曼标记物研究了肿瘤等生物样本中脂

质［127］、蛋白质［128-130］和糖类［131-133］的代谢特征，为从微

观示踪角度研究代谢组学提供了新工具。应该指出

的是，拉曼探针通过特定分子键或分子共振特征提供

成像信号，有效避免了大分子染料对生物体的干扰，

因而基于分子键标定的 SRS 系统可同时对水、脂和

糖等代谢分子进行高时空分辨和高灵敏度成像。同

时，拉曼探针凭借窄峰宽可以轻易实现超多重标定成

像，避免了多重免疫荧光成像的反复洗脱过程，为肿

瘤精准医疗研究提供了更高通量和更高内涵的研究

工具。

3.6　其他光学显微成像技术在肿瘤精准医疗领域的

研究进展

除了上述技术外，近年来在中红外（MIR）共振和

光热显微成像以及瞬态吸收显微成像（TAM）等方向，

也有诸多推进肿瘤精准医疗实践的新进展。

在中红外（MIR）共振显微成像方面，哥伦比亚大

学的 Min 教授团队［134］提出了一种新的被称为振动绘

画（VIBRANT）的高内涵光谱成像和分析方法。研

究者结合中红外振动成像、多重振动探针和创新数据

分析方法，将振动光谱与成像技术相结合，在单细胞

水平上监测了肿瘤细胞对药物干预后的生物化学反

应。该技术使用三种红外活性振动探针来测量肿瘤

细胞的基本代谢活动，即利用 13C-氨基酸（13C-AA）

和叠氮棕榈酸（叠氮 PA）反映蛋白质合成和饱和脂肪

酸代谢，同时利用氘化油酸（d34OA）反映不饱和脂肪

酸代谢，结合机器学习分类器在单细胞水平上精准预

测 药 物 的 作 用 机 制（MoA）并 最 小 化 批 次 效 应 。

VIBRANT 技术能够在单细胞水平上提供关于药物

反应的详细信息，有助于药物发现和个性化医疗策略

的制定。

中红外光热（MIP）成像利用中红外光激发生物分

子的振动吸收，同时利用可见光束探测由热透镜效应

引起的光束扰动，能达到亚微米级的空间分辨率，超越

了红外显微镜的衍射极限，可对活细胞和生物体进行

无标记三维化学成像。波士顿大学的程继新教授团

队［135］使用中红外光热成像技术对 PC-3 前列腺癌细胞

中的脂滴进行了深度成像。通过调整中红外激光的

波数至 C=O 键的振动峰（1750 cm−1），他们成功观察

到了脂滴在细胞内的 3D 分布，如图 9（a）所示。同时，

他们还利用 MIP 技术对 MIA PaCa-2 胰腺癌细胞中

JZL184 药物分子的吸收进行了观测，通过多光谱 MIP
成像定位了药物分子在细胞内的分布，如图 9（b）所

示，这对于研究药物的作用机制和优化药物治疗策略

具有重要价值。该课题组后续提出了名为“nitrile 
chameleons”的新型酶切探针，这些探针通过特定酶切

反应产生可被 MIP 成像检测的信号。通过使用特定

的 nitrile chameleon 酶切探针，研究者能在细胞内精确

测量与探针相互作用的酶的活性，并观察它们在细胞

内的异质分布。程继新教授团队［135］使用 MIP 技术实

时监测了经化疗药（多柔比星）处理的 SJSA-1 骨肉瘤

细胞中磷酸酶和半胱天冬酶 -3/7 的活性（如图 9（c）所

示），这些酶在细胞存活和凋亡过程中起关键作用［136］。

这些研究证明了 MIP 成像技术可应用于药物作用分

析，同时通过映射酶的活性变化有助于发现和优化针

对特定酶的潜在药物。

另外，Liu 等［137］利用瞬态吸收显微成像技术和金

纳米粒子（AuNPs）探针，评估了人类表皮生长因子受

体 2（Her2）mRNA 在癌细胞和乳腺癌组织中的表达。

基于瞬态吸收显微成像技术和 SRS 成像的结合，Liu
等在单细胞水平上对 Her2 mRNA 的表达进行了定量

测量。如图 9（d）所示，MCF-7 细胞系中 Her2 mRNA
的表达水平较低，而 SK-BR-3 细胞系中 Her2 mRNA
过度表达。为了验证瞬态吸收显微成像策略的有效

性，与 Aviv Regev 教授团队利用荧光原位杂交成像数

据作为锚定［120］的思路类似，Liu 等［137］将瞬态吸收显微

成像结果与荧光原位杂交数据进行比较，证实了瞬态

吸收显微成像技术在单细胞水平上对 Her2 mRNA 表

达进行定量分析的准确性［137］。另外，东南大学的崔一

平教授团队［138］利用表面增强拉曼散射（SERS）技术，

基于由金纳米粒子、拉曼报告分子（DTNB）以及 DNA
修饰物组成的 SERS 纳米探针，通过 DNA 功能化水凝

胶的新型外泌体检测方法，实现了 SERS 纳米探针光

学信号的放大，通过监测 SERS 信号的变化定量且灵

敏地检测了肿瘤源性外泌体，为实体肿瘤的早期诊断

提供了新路径。

4　结束语

肿瘤精准医疗的核心是为患者提供个性化的治疗

方案，以获得更好的治疗效果和预后。尽管基因测序

技术（如 NGS）在肿瘤精准医疗方面取得了显著进展，

但由于肿瘤的获得性耐药、人们对基因突变理解不全

面，以及基因突变和肿瘤表型关联的复杂性，其在指导

临床治疗方面仍存在很大局限性。此外，基于肿瘤细

胞活性和增殖的传统表型功能检测方法，无法提供关

于肿瘤组织微环境、分子特征和代谢组学等方面的深

入见解，难以建立与测序结果的机制关联。同时，该方

法所需样本量较大且需要较长时间的模型构建和培

养，导致其对亲代肿瘤的表征一致性差、检测周期长且

成本高。

光学显微成像能够基于有限样本进行高通量检

测，具备对肿瘤样本微环境、基因组、蛋白组与代谢分

子特征等诸多要素的深度检测和分析能力，已成为肿

瘤精准医疗研究的重要手段。多重免疫荧光显微成

像能够对肿瘤组织中不同类型细胞的构成和比例、细

胞相互作用、特定蛋白表达和含量进行成像和分析；

自发荧光显微成像技术提供了一种可以评估药物反
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过程。如，闵玮课题组［125］与黄岩谊课题组［126］利用氘

代和炔基等拉曼标记物研究了肿瘤等生物样本中脂

质［127］、蛋白质［128-130］和糖类［131-133］的代谢特征，为从微

观示踪角度研究代谢组学提供了新工具。应该指出

的是，拉曼探针通过特定分子键或分子共振特征提供

成像信号，有效避免了大分子染料对生物体的干扰，

因而基于分子键标定的 SRS 系统可同时对水、脂和

糖等代谢分子进行高时空分辨和高灵敏度成像。同

时，拉曼探针凭借窄峰宽可以轻易实现超多重标定成

像，避免了多重免疫荧光成像的反复洗脱过程，为肿

瘤精准医疗研究提供了更高通量和更高内涵的研究

工具。

3.6　其他光学显微成像技术在肿瘤精准医疗领域的

研究进展

除了上述技术外，近年来在中红外（MIR）共振和

光热显微成像以及瞬态吸收显微成像（TAM）等方向，

也有诸多推进肿瘤精准医疗实践的新进展。

在中红外（MIR）共振显微成像方面，哥伦比亚大

学的 Min 教授团队［134］提出了一种新的被称为振动绘

画（VIBRANT）的高内涵光谱成像和分析方法。研

究者结合中红外振动成像、多重振动探针和创新数据

分析方法，将振动光谱与成像技术相结合，在单细胞

水平上监测了肿瘤细胞对药物干预后的生物化学反

应。该技术使用三种红外活性振动探针来测量肿瘤

细胞的基本代谢活动，即利用 13C-氨基酸（13C-AA）

和叠氮棕榈酸（叠氮 PA）反映蛋白质合成和饱和脂肪

酸代谢，同时利用氘化油酸（d34OA）反映不饱和脂肪

酸代谢，结合机器学习分类器在单细胞水平上精准预

测 药 物 的 作 用 机 制（MoA）并 最 小 化 批 次 效 应 。

VIBRANT 技术能够在单细胞水平上提供关于药物

反应的详细信息，有助于药物发现和个性化医疗策略

的制定。

中红外光热（MIP）成像利用中红外光激发生物分

子的振动吸收，同时利用可见光束探测由热透镜效应

引起的光束扰动，能达到亚微米级的空间分辨率，超越

了红外显微镜的衍射极限，可对活细胞和生物体进行

无标记三维化学成像。波士顿大学的程继新教授团

队［135］使用中红外光热成像技术对 PC-3 前列腺癌细胞

中的脂滴进行了深度成像。通过调整中红外激光的

波数至 C=O 键的振动峰（1750 cm−1），他们成功观察

到了脂滴在细胞内的 3D 分布，如图 9（a）所示。同时，

他们还利用 MIP 技术对 MIA PaCa-2 胰腺癌细胞中

JZL184 药物分子的吸收进行了观测，通过多光谱 MIP
成像定位了药物分子在细胞内的分布，如图 9（b）所

示，这对于研究药物的作用机制和优化药物治疗策略

具有重要价值。该课题组后续提出了名为“nitrile 
chameleons”的新型酶切探针，这些探针通过特定酶切

反应产生可被 MIP 成像检测的信号。通过使用特定

的 nitrile chameleon 酶切探针，研究者能在细胞内精确

测量与探针相互作用的酶的活性，并观察它们在细胞

内的异质分布。程继新教授团队［135］使用 MIP 技术实

时监测了经化疗药（多柔比星）处理的 SJSA-1 骨肉瘤

细胞中磷酸酶和半胱天冬酶 -3/7 的活性（如图 9（c）所

示），这些酶在细胞存活和凋亡过程中起关键作用［136］。

这些研究证明了 MIP 成像技术可应用于药物作用分

析，同时通过映射酶的活性变化有助于发现和优化针

对特定酶的潜在药物。

另外，Liu 等［137］利用瞬态吸收显微成像技术和金

纳米粒子（AuNPs）探针，评估了人类表皮生长因子受

体 2（Her2）mRNA 在癌细胞和乳腺癌组织中的表达。

基于瞬态吸收显微成像技术和 SRS 成像的结合，Liu
等在单细胞水平上对 Her2 mRNA 的表达进行了定量

测量。如图 9（d）所示，MCF-7 细胞系中 Her2 mRNA
的表达水平较低，而 SK-BR-3 细胞系中 Her2 mRNA
过度表达。为了验证瞬态吸收显微成像策略的有效

性，与 Aviv Regev 教授团队利用荧光原位杂交成像数

据作为锚定［120］的思路类似，Liu 等［137］将瞬态吸收显微

成像结果与荧光原位杂交数据进行比较，证实了瞬态

吸收显微成像技术在单细胞水平上对 Her2 mRNA 表

达进行定量分析的准确性［137］。另外，东南大学的崔一

平教授团队［138］利用表面增强拉曼散射（SERS）技术，

基于由金纳米粒子、拉曼报告分子（DTNB）以及 DNA
修饰物组成的 SERS 纳米探针，通过 DNA 功能化水凝

胶的新型外泌体检测方法，实现了 SERS 纳米探针光

学信号的放大，通过监测 SERS 信号的变化定量且灵

敏地检测了肿瘤源性外泌体，为实体肿瘤的早期诊断

提供了新路径。

4　结束语

肿瘤精准医疗的核心是为患者提供个性化的治疗

方案，以获得更好的治疗效果和预后。尽管基因测序

技术（如 NGS）在肿瘤精准医疗方面取得了显著进展，

但由于肿瘤的获得性耐药、人们对基因突变理解不全

面，以及基因突变和肿瘤表型关联的复杂性，其在指导

临床治疗方面仍存在很大局限性。此外，基于肿瘤细

胞活性和增殖的传统表型功能检测方法，无法提供关

于肿瘤组织微环境、分子特征和代谢组学等方面的深

入见解，难以建立与测序结果的机制关联。同时，该方

法所需样本量较大且需要较长时间的模型构建和培

养，导致其对亲代肿瘤的表征一致性差、检测周期长且

成本高。

光学显微成像能够基于有限样本进行高通量检

测，具备对肿瘤样本微环境、基因组、蛋白组与代谢分

子特征等诸多要素的深度检测和分析能力，已成为肿

瘤精准医疗研究的重要手段。多重免疫荧光显微成

像能够对肿瘤组织中不同类型细胞的构成和比例、细

胞相互作用、特定蛋白表达和含量进行成像和分析；

自发荧光显微成像技术提供了一种可以评估药物反
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应和肿瘤异质性的直观、非侵入性方法；荧光原位杂

交显微成像利用荧光偶联的 DNA 片段来检测和分析

感兴趣的基因组区域，有助于识别肿瘤的分子特征；

二次谐波显微成像通过对肿瘤微环境中胶原的含量

和形态等数据进行分析，提高了肿瘤分级和分期的准

确性，并为诊断和治疗提供了新靶点。SRS 成像技术

凭借其高灵敏度、高时空分辨率和非侵入的特点，能

够揭示肿瘤样本的单细胞化学图谱和代谢特征，可以

监测药物响应并预测肿瘤耐药性，同时助力肿瘤快速

病理和新治疗手段的探索。其他的光学显微成像技

术，如中红外共振或光热显微成像以及瞬态吸收显微

成像技术，亦是研究肿瘤药物作用和早期诊断等的有

效工具。

综上，光学显微成像技术可在肿瘤微环境分析、肿

瘤细胞代谢特征、基因到蛋白通路以及药物敏感性评

估等研究领域提供新的研究策略和临床工具（如表 1
所示），在肿瘤研究和诊疗中发挥愈加重要的作用。展

望未来，光学显微成像技术和设备的进一步发展和优

化将克服设备成本高和图像分析复杂等局限，为肿瘤

诊疗在个性化、精准性以及效率方面带来更大突破，成

为理解肿瘤基因型到表型的桥梁和开启肿瘤精准医疗

的钥匙。

图 9　中红外（MIR）光热显微成像和瞬态吸收（TA）显微技术可提供亚细胞生化分子图像。（a）PC-3 前列腺癌细胞的中红外光热成

像三维视图，细胞体内的单个脂滴清晰可见［135］；（b）对经 JZL184 处理的 MIA PaCa-2 胰腺癌细胞进行 MIP 成像，通过多变量

曲线分辨（MCR）分析得出了可定量显示细胞内药物和脂质含量分布的图像［135］，比例尺：20 μm；（c）多色中红外光热成像可视

化经 Dox（多柔比星）和腈标记酶活性探针预处理的 SJSA-1 细胞中磷酸酶和半胱天冬酶-3/7 活性分布的实验结果［136］（从左往

右依次为明场像以及蛋白、脂滴、磷酸酶、半胱天冬酶-3/7 图像和酶活性融合图像），比例尺：40 μm；（d）瞬态吸收显微技术通

过对与 Her2 mRNA 结合的 AuNPs 探针成像，展示了 MCF-7 和 SK-BR-3 乳腺癌细胞中 Her2 mRNA 的表达水平和定位模

式［137］，比例尺：20 μm
Fig. 9　Mid-infrared (MIR) photothermal microscopy and transient absorption (TA) microscopy techniques provide subcellular 

biochemical molecular imaging.  (a) A three-dimensional view of mid-infrared photothermal imaging of PC-3 prostate cancer 
cells, clearly showing individual lipid droplets within the cells[135]; (b) MIP imaging results of MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells 
treated with JZL184, with images quantitatively displaying the distribution of intracellular drug and lipid content derived from 
multivariate curve resolution (MCR) analysis[135], scale bar: 20 μm; (c) multicolor mid-infrared photothermal imaging of SJSA-1 
cells pretreated with Dox (doxorubicin) and a cyanine-labeled enzyme activity probe, visualizing the distribution of phosphatase 
and caspase-3/7 activity (from left to right are brightfield, protein, lipid droplets, phosphatase, caspase-3/7, and the merged 
enzyme activity images)[136], scale bar: 40 μm; (d) transient absorption microscopy imaging the AuNPs (gold nanoparticles) probe 
bound to Her2 mRNA, demonstrating the expression levels and localization patterns of Her2 mRNA in MCF-7 and SK-BR-3 

breast cancer cells[137], scale bar: 20 μm
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表 1　相关光学显微成像技术在肿瘤精准医疗领域的应用场景与技术对比
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Abstract
Significance　Precision oncology is imperative for accommodating the distinct journey of each cancer patient, which is determined 
by the unique genetic, molecular, and cellular profiles of individual tumors.  This shift from a general treatment model to a 
personalized approach is driven by the recognition that each patient with cancer presents a distinct set of challenges that must be 
addressed to achieve optimal therapeutic outcomes and prognostic accuracy.  The conventional methods of cancer treatment, which 
typically involve generalized therapies, are deficient owing to the heterogeneity of tumors and the dynamic nature of cancer 
progression.

The complexity of tumor biology is a multifaceted challenge that is governed by the intricate relationship among genetic 
mutations, epigenetic alterations, and the tumor microenvironment.  Tumors are not static—they evolve through a series of genetic 
and epigenetic changes that enables them to evade the host’s immune system and resist the effects of various treatments.  The tumor 
microenvironment, which comprises a diverse array of cell types, extracellular matrix components, and signaling molecules, 
significantly affect tumor growth, metastasis, and response to therapy.  This renders it difficult to develop comprehensive treatment 
plans that can effectively target the specific characteristics of each tumor.

Optical microscopy imaging technologies have been adopted widely in precision oncology as they can address the challenges 
posed by the complexity of tumor biology.  These technologies allow one to visualize and analyze tumor tissues and cells with high 
resolution, thus enabling quantitative and spatially localized analysis of genomic, proteomic, and metabolomic information.  This level 
of detail is critical for identifying patient-specific molecular characteristics and biochemical abnormalities for developing targeted 
treatment strategies.

The significance of optical microscopy imaging in precision oncology is manifold.  First, it bridges the difference between the 
genomic and phenotypic aspects of cancer, thus allowing for a more nuanced understanding of tumor behavior and response to 
therapy.  Second, it enables the identification of biomarkers that can predict treatment response, thus providing guidance in selecting 
the most appropriate treatments for individual patients.  Third, the non-invasive nature of these imaging techniques allows for the 
repeated monitoring of tumor progression and response to treatment, thereby facilitating real-time adjustments to treatment strategies 
as necessary.

The potential of optical microscopy imaging to transform cancer treatment is substantial.  By providing detailed, patient-specific 
information, these imaging techniques can facilitate the development of more effective and less-toxic treatment regimens.  This 
personalized approach can improve patient outcomes by increasing the efficacy of therapies and reducing the incidence of adverse 
effects.  Furthermore, the ability to monitor treatment response in real time can facilitate more informed clinical decision-making, thus 
potentially improving the overall survival rates and quality of life of patients with cancer.

In conclusion, the integration of optical microscopy imaging into precision oncology is a significant advancement in cancer 
treatment.  Optical microscopy imaging technologies are effective for understanding the complex biology of tumors and for guiding the 
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Abstract
Significance　Precision oncology is imperative for accommodating the distinct journey of each cancer patient, which is determined 
by the unique genetic, molecular, and cellular profiles of individual tumors.  This shift from a general treatment model to a 
personalized approach is driven by the recognition that each patient with cancer presents a distinct set of challenges that must be 
addressed to achieve optimal therapeutic outcomes and prognostic accuracy.  The conventional methods of cancer treatment, which 
typically involve generalized therapies, are deficient owing to the heterogeneity of tumors and the dynamic nature of cancer 
progression.

The complexity of tumor biology is a multifaceted challenge that is governed by the intricate relationship among genetic 
mutations, epigenetic alterations, and the tumor microenvironment.  Tumors are not static—they evolve through a series of genetic 
and epigenetic changes that enables them to evade the host’s immune system and resist the effects of various treatments.  The tumor 
microenvironment, which comprises a diverse array of cell types, extracellular matrix components, and signaling molecules, 
significantly affect tumor growth, metastasis, and response to therapy.  This renders it difficult to develop comprehensive treatment 
plans that can effectively target the specific characteristics of each tumor.

Optical microscopy imaging technologies have been adopted widely in precision oncology as they can address the challenges 
posed by the complexity of tumor biology.  These technologies allow one to visualize and analyze tumor tissues and cells with high 
resolution, thus enabling quantitative and spatially localized analysis of genomic, proteomic, and metabolomic information.  This level 
of detail is critical for identifying patient-specific molecular characteristics and biochemical abnormalities for developing targeted 
treatment strategies.

The significance of optical microscopy imaging in precision oncology is manifold.  First, it bridges the difference between the 
genomic and phenotypic aspects of cancer, thus allowing for a more nuanced understanding of tumor behavior and response to 
therapy.  Second, it enables the identification of biomarkers that can predict treatment response, thus providing guidance in selecting 
the most appropriate treatments for individual patients.  Third, the non-invasive nature of these imaging techniques allows for the 
repeated monitoring of tumor progression and response to treatment, thereby facilitating real-time adjustments to treatment strategies 
as necessary.

The potential of optical microscopy imaging to transform cancer treatment is substantial.  By providing detailed, patient-specific 
information, these imaging techniques can facilitate the development of more effective and less-toxic treatment regimens.  This 
personalized approach can improve patient outcomes by increasing the efficacy of therapies and reducing the incidence of adverse 
effects.  Furthermore, the ability to monitor treatment response in real time can facilitate more informed clinical decision-making, thus 
potentially improving the overall survival rates and quality of life of patients with cancer.

In conclusion, the integration of optical microscopy imaging into precision oncology is a significant advancement in cancer 
treatment.  Optical microscopy imaging technologies are effective for understanding the complex biology of tumors and for guiding the 
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development of personalized treatment strategies.  As research in this field continues to progress, the potential for optical microscopy 
imaging to revolutionize cancer diagnosis and treatment will be immense, thus affording more targeted therapies and better patient 
outcomes in the future.  The continued evolution of these technologies is crucial for bridging the disparity between genomic research 
and clinical practice, thus ultimately resulting in more effective and personalized cancer treatments.

Progress　Optical microscopy imaging techniques have progressed significantly in the field of precision oncology and can provide a 
comprehensive view of tumor characteristics.  Auto-fluorescence (AF) imaging has been utilized to monitor metabolic activities within 
tumors and offers label-free insights into drug responses and cellular metabolism (Fig. 5).  Second harmonic generation (SHG) imaging 
has been pivotal for analyzing the extracellular matrix (ECM), particularly collagen fiber organization, which is crucial for 
understanding tumor invasion and metastasis (Fig. 7).  Coherent Raman scattering (CRS), in particular stimulated Raman scattering 
(SRS), has emerged as an effective tool for imaging tumor metabolites without requiring labels.  SRS has been instrumental in 
revealing metabolic heterogeneity, which is vital for identifying therapeutic targets and understanding cancer-cell metabolism (Fig. 8).  
Mid-infrared photothermal (MIP) imaging has demonstrated its potential in assessing drug pharmacokinetics and pharmacodynamics by 
imaging the distribution of drugs within cells and tissues at a deep cellular level (Fig. 9).  Furthermore, multiplex immunofluorescence 
(mIF) and fluorescence in situ hybridization (FISH) have been employed for immunophenotyping (Fig. 4) and genetic analysis (Fig. 6), 
respectively, to characterize the immune microenvironment and detect gene amplifications.  These techniques, as summarized in 
Table 1, collectively contribute to the increasing number of tools available for the characterization of tumors and the optimization of 
targeted therapies, thus ultimately improving patient outcomes in cancer treatment.

Conclusions and Prospects　 Optical microscopy imaging is becoming essential in precision oncology as it allows one to 
understand the relationship between tumor genetics and phenotypes.  As the field progresses, the integration of these imaging 
techniques into clinical settings will become more evident, which will significantly improve cancer diagnostics and treatment.  Future 
studies shall be conducted to render this technology more accessible by reducing equipment costs and enhancing imaging 
methodologies, thereby solidifying its key role in precision oncology.

Key words precision oncology; next-generation sequencing; phenotypic functional assays; optical microscopy imaging; coherent 
Raman scattering; mid-infrared photothermal imaging
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