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在体光声流式细胞术在循环肿瘤细胞检测中
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摘要　肿瘤一直威胁着人类的健康,大多数肿瘤患者死于转移性瘤而非原发性瘤.循环肿瘤细胞(CTC)是肿瘤转

移的重要标志,CTC的检测可以用来监控肿瘤的转移情况及预后评估.在体光声流式细胞术(PAFC)利用CTC与

血液背景的光吸收差异可以实现CTC的在体检测.相比于传统的CTC检测方法,PAFC可以无创、高灵敏地检测

循环系统中的CTC数目.总结了PAFC无标记检测黑色素瘤CTC信号及纳米颗粒靶向标记乳腺癌CTC信号的

方法,以及这些方法在肿瘤转移、治疗效果评估中的应用.
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１　引　　言
目前,癌症是威胁人类健康的主要问题之一.在美国,癌症已经成为导致死亡的第二大因素[１].在中

国,癌症的发病率与致死率急剧上升,目前癌症已成为导致死亡的首要因素[２].２０１５年,中国平均每天新增

１２０００例癌症患者,平均每天死亡７５００例癌症患者[３].癌症的高发病率与致死率使得癌症的早期诊断成为
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提高患者生存率的重要途径.
临床中常用的癌症诊断方法与技术包括血清肿瘤标记物检测、组织病理学切片和医学影像扫描等.虽

然这些方法与技术可以诊断癌症,但却存在一些弊端.如:某些癌症由于缺乏特异性标记物而无法通过对血

清肿瘤标记物检测的方法进行诊断;组织病理学切片是目前临床上癌症诊断的金标准,但它的有创性使得病

变组织在切除过程中可能导致癌细胞转移;超声、电子计算机断层扫描(CT)、磁共振成像(MRI)、正电子发

射计算机断层扫描(PET)等医学影像扫描可进行无创检测,但对直径较小的实体肿瘤难以检出,而且CT、

PET等具有放射性,不适于反复检查.
近年来,循环肿瘤细胞(CTC)作为新的肿瘤转移标记物受到广泛关注.肿瘤细胞从肿瘤原发灶部位脱

落下来后浸润到原发肿瘤周围组织中,进而进入血管与淋巴循环系统,之后从循环系统渗出,进入远端组织,
适应新的微环境,最终形成新的转移灶[４].CTC就是分布在循环系统中的肿瘤细胞,它们都具有向远端组

织转移的潜能[５].１８６９年,CTC首次被检测出[６].在之后的几十年中研究人员发现,CTC可以作为预测肿

瘤转移过程、病情进展及患者生存质量的指标[６Ｇ８],CTC标记与计数还可以为肿瘤患者的预后判断及疗效评

估提供可靠依据与重要指导[９].
在肿瘤发展的早期,血液中的CTC数量极少,每毫升血液中CTC的数量为１~１０个[１０],因此对CTC

的检测技术提出了较高要求[１１].目前能够实现CTC定量检测的技术可分为两类:体外检测和在体检测.
常见的CTC体外检测方法有免疫介导法、逆转录Ｇ聚合酶链式反应(RTＧPCR)法、体外流式细胞术等.免疫

介导法一般分为两个步骤:CTC富集与CTC计数.CellSearch系统是第一个也是唯一一个被美国食品及

药品管理局(FDA)批准的可应用于临床的体外CTC富集与计数的检测系统.免疫介导法中常用的一种技

术是微流控技术,该技术将包裹着上皮细胞黏附分子(EpCAM)抗体的微柱设计于芯片中,用于捕获表达

EpCAM的CTC.由于某些CTC不表达EpCAM或其他特定的抗原,因此微流控技术存在一定的假阴性概

率.CTC中包含肿瘤细胞特异性的基因,RTＧPCR法可用于扩增CTC中信使核糖核酸(mRNA)的水平,从
基因水平上检测出CTC的数量.体外流式细胞术利用单克隆抗体标记CTC特异性抗原,用于CTC的分离

和计数.以上这些方法的局限性是采血量有限,不能测出全血中的CTC.
在体CTC检测方法实现了CTC的无创在体检测,有效避免了体外检测方法的弊端,在体检测方法包括

在体荧光流式细胞术(FFC)和在体光声流式细胞术(PAFC).FFC的原理是当带有荧光标记的CTC流经

激光光斑时,被激发出的荧光被光电倍增管收集,产生不同于血液背景的信号,从而实现CTC的在体检

测[１２Ｇ１４].但是用于标记CTC的荧光蛋白需要通过遗传学手段标记,这个过程烦琐且不适合于临床应用.

PAFC基于生物组织的光声效应来检测流经光斑的CTC产生的光声信号,从而实现CTC的计数.相对于

其他检测技术,PAFC可实现CTC的在体、无创、无标记检测.本文主要介绍了PAFC的检测原理及其在癌

症诊断中的应用.

２　在体光声流式细胞术的理论背景和基本框架
２．１　光声检测原理

PAFC是基于光声效应的检测技术.当激光照射组织时,组织吸收光子能量产生热膨胀,向外辐射超声波,
这种现象被称为光声效应[１５],这是一个由光能转化成声能的过程[１６].光声效应于１８８０年由贝尔首先发现[１７],
基于这种效应光声显微镜应运而生[１８].光声显微镜可用于研究气体[１９]、固体[２０Ｇ２１]与液体[２１Ｇ２２]样品的光吸收能

力.近年来,光声成像在生物医学领域得到了广泛应用,可以实现对动物或者人体器官(如乳腺、脑等)的成像,
同时具有较高的对比度与空间分辨率[２３Ｇ２５].在组织中,超声散射的能量为光子散射能量的１/２~１/３,组织吸收

光子后,产生１~５０MHz的超声波,因此光声检测比单纯的光学检测具有更深的检测深度[２３].

PAFC可以实现不同细胞信号的识别与计数功能.它根据目标信号对特定波长的特异性吸收将目标信

号从背景中识别出来[２６].红细胞、白细胞、黑色素瘤细胞(如B１６F１０细胞株)、血浆、磷酸缓冲盐溶液(PBS)
及纳米颗粒对不同波长激光的吸收存在特异性差异.基于这种吸收差异,选定单一或多波长的激光进行信

号激发,红细胞、白细胞、黑色素瘤细胞等产生的光声信号的幅度不同,可以以此来区分不同的细胞.光声信

号的差异不仅仅来源于被检测物对不同波长激光的特异性吸收差异[２６],也与纳米颗粒的大小[２７]及细胞形
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状[２８]等因素有关.

２．２　仪器设计方案

PAFC通常 有 两 种 设 计 模 式:光 分 辨 光 声 流 式 细 胞 术(ORＧPAFC)和 声 分 辨 光 声 流 式 细 胞 术

(ARＧPAFC)[２９].图１(a)为ORＧPAFC的原理图,聚焦激光准确激发流经血管的细胞信号,信号由非聚焦型

超声探头接收.此模式具有较好的检测分辨率,但检测深度相对较浅,而检测深度取决于光的聚焦深度,因
此此模式适用于浅表较细血管的检测.图１(b)为ARＧPAFC的原理图,非聚焦激光照射于血管,细胞流经

照射区域被激发出超声信号,超声探头聚焦于血管,探头焦点处的超声信号被接收.此模式具有较好的检测

深度,可以在组织深部获取更明显的信号,但检测分辨率相对较低.与光相比,声的传播受散射等因素的影

响更小,具有更好的穿透性,因此ARＧPAFC适于皮肤深部较粗血管的检测.

图１ (a)ORＧPAFC和(b)ARＧPAFC原理图

Fig敭１ Schematicsof a opticalＧresolutionphotoacousticflowcytometryand b 
acousticＧresolutionphotoacousticflowcytometry

PAFC的设计主要分为三部分:图像导航部分、信号激发部分和信号检测部分[３０],如图２所示.图像

导航部分包括发光二极管(LED)灯、物镜、CCD相机、计算机.信号激发部分包括函数发生器、激光器、二
色镜、柱透镜、凸透镜与物镜.信号检测部分包括函数发生器、超声探头、放大器、数据采集(DAQ)卡、计
算机.

图２ PAFC设计图

Fig敭２ DesigndiagramofPAFC

图像导航部分是指通过CCD成像[３１]或图像重建成像[２６]实现血管的实时成像,进而实现血管与激光光

斑的共定位.PAFC通过LED灯照射被检测物(如图２),携带结构信息的透射光通过物镜进入CCD后成

像,图像被采集卡采集,并实时显示于计算机屏幕上.在体光声图像流式细胞仪中的图像来源于对检测到的

光声信号的重建,可以实现实时血管导航.相比而言,CCD采集图像的速度快于图像重建的速度,但图像重

建方法得到的图像可以观察到靶细胞的流过状态.
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PAFC选用纳秒或飞秒脉冲激光器作为激光光源,激光光斑整形成圆形或楔形以覆盖待测血管.Wei
等[３１]采用PAFC及图２所示的设计方案,将１０６４nm(用于黑色素瘤细胞检测)与５３２nm(用于红细胞、白细

胞检测)激光进行合束,直接使用光学元件将激光光斑整形成楔形光斑,光斑长度可以覆盖整个血管宽度.
根据被检测血管的尺寸,光斑尺寸可以从５μm×５０μm调整到２５μm×１５０μm

[１０].Zharov等[３２]与 Wang
等[２３]将激光直接耦合至显微镜中进行整形与信号激发.楔形光斑长度可以覆盖整个血管宽度,光斑宽度小

于单个细胞尺寸,具有较好的空间分辨率.激光脉冲的重复频率主要与血流速度有关.假设光斑宽度为

d１,被检测细胞直径为d２,血流速度为v,激光脉冲重复频率为f,则f 需要满足f≥v/(d１＋d１)才能保证

每个细胞都会被脉冲激光激发. 激光脉冲重复频率可设为计算所得f 值的１０~２０倍以上,即每个经过光

斑位置的细胞可以被激光照射１０~２０次以上,以避免漏掉信号,也便于用平均去噪法处理信号.在声分辨

的PAFC系统中,激光脉冲重复频率可适当降低.
激光光源的波长通常根据被检测物的吸收特性而定.在PAFC中,激光波长通常选取可见光波段与近

红外光波段.血液中红细胞的含氧血红蛋白含量较高,含氧血红蛋白在５３２nm波长处的吸收较强,因此

５３２nm波段常用于血管检测[２３,２６].在此基础上还可以进行血流速度[２７,３３]、红细胞形状[２８]等的研究.对于

某些特定的CTC,如具有较强黑色素分泌能力的黑色素瘤CTC的检测,常选用近红外波段(如１０６４nm和

８６５nm等)激光进行信号激发[３１,３４Ｇ３５].PAFC系统可以采用单波长或多波长激光进行检测.多波长激光通

过延时装置使不同波长的激光产生发射时间的差异[３４],或通过快门装置对不同波长激光分别进行调制,在
时间上区分不同波长激光激发产生的信号,从而实现不同细胞或颗粒的多波长检测.

信号检测部分主要由超声探头、信号放大器、数据采集卡等几部分组成.由于激光脉冲的脉宽窄,且被

检测细胞或颗粒的尺寸小,激发的光声信号频率主要分布在１MHz以上,因此必须选用中心频率较高的超

声探头.常用探头的中心频率包括２．２５,３．５,５,１０,２０,５０MHz等.信号放大器的带宽要覆盖超声探头的

检测范围,如选用中心频率为１０MHz的探头检测时,可以选择带宽为４０MHz的放大器,放大倍数一般为

５０~６０dB.超声探头接收的信号为连续信号,而计算机无法识别处理连续信号,因此需要将连续信号转化

为离散信 号,即 对 信 号 进 行 采 样.根 据 奈 奎 斯 特 采 样 定 理,对 于 频 谱 受 限 信 号 f(t),若 频 谱 范 围

为－ωm~ωm,则f(t)可用等间隔抽样值唯一表示,且抽样间隔必须小于等于１/(２fm)(其中ωm＝２πfm).
只要离散系统的奈奎斯特频率高于被采样信号的最高频率或带宽,就可以避免混叠现象[３６].为了避免信号

失真,数据采集卡的采样频率应设为探头检测频率的４倍或更高.例如,对于中心频率为１０MHz的超声探

头,与其匹配的数据采集卡的采集频率可设置为５０MHz.由于数据采集卡的采样频率较高,为了降低采集

数据量,根据经验,只需采集单脉冲周期前５％的数据(以激光脉冲重复频率为５kHz为例),即只需采集激

光照射到样本后１０μs内的数据.函数发生器设置为特定频率的方波,其频率为激光脉冲重复频率,上升沿

同步触发激光器与数据采集卡.控制数据采集卡仅对前１０μs的数据进行采集,这样既采集到了有效信号,
又提高了实验效率[３１].研究发现,１００MHz及以上频率的超声探头[３７Ｇ３８]接收到的信号在进行快速傅里叶

变换时,会在频率范围内存在周期性特性,这些周期性特性与颗粒的大小、形态、朝向和组成密切相关,可用

于区分不同尺寸、类型的细胞或颗粒[３７,３９].超声探头的耦合剂可采用水、PBS、甘油或超声导声胶等.
光声信号的处理方法包括信号平均法、小波去噪法和频域分析法[４０]等.根据细胞直径a 与激光光斑宽

度b、血流速度v 及脉冲重复频率f 可以推算出流经光斑的细胞被脉冲激光激发的次数.理论上讲,细胞被

脉冲激光激发的次数即为产生连续光声信号的次数,使用N 次信号平均的方法可将检测到的信号的信噪比

提高 N 倍.小波去噪法使用适当的小波变换滤除一些背景信号噪声,从而达到提高信噪比的目的.小波

变换通过尺度上的伸缩和时域上的平移来分析信号,其变换效果取决于小波基的选取.根据实际情况选取

最佳的小波基,可以达到较优的去噪效果[４１].频域分析法是将获得的时域光声信号进行傅里叶变换以获得

频域信号,之后总结提取信号在频域内的特征(包括频谱信号峰的半高峰宽、中心位置和半高切线斜率等),
进行基于频域信号特征的光声信号识别.此外,还可以结合探头摆放位置对光声信号出现的位置进行初步

定位,排除其他位置的噪声干扰.例如,声在水中的传播速度为１５００ms－１,根据探头到被检测物的距离,
便可计算出光声信号出现的位置为出光后的２μs处,从而排除了其他位置的噪声干扰.

此外,PAFC还可以结合拉曼、光热、荧光等检测方法[３３,４２Ｇ４６],在接收部分加入相应的检测装置,并结合
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多种检测技术,提高PAFC检测的准确性,拓展PAFC的应用范围.

２．３　实验方法与模型

PAFC实验方法主要包括两部分:体外信号验证与活体实验检测.活体动物实验模型主要分为CTC模

拟模型、皮下瘤模型与原位癌模型.光声信号的检测部位主要集中于耳部血管与肠系膜血管[３４,４７],有些研

究也会选取前哨淋巴结淋巴管进行检测[４８].对于不同的研究目标可以选择不同的实验方法与模型.
体外信号的验证方法包括:１)将细胞悬浮于玻璃皿中,然后将激光聚焦于细胞上进行CTC检测,这种

检测方法可以直接验证所选波长与被检测物是否匹配;２)利用注射泵将细胞注射于毛细玻璃管或硅胶管中

模拟血液流动进行检测,这种检测方法更接近于活体检测[３４];３)使用双相流动法[４９]将两种不相融的液体或

者气体与液体(如水与空气)注入到毛细管中模拟血流,并将细胞悬浮于液体中,如此可达到检测与捕获靶细

胞的目的.
活体检测模型包括CTC模型、皮下瘤模型(耳部肿瘤细胞接种模型[３４]及皮下接种模型[３１,３４])、原位癌模

型等.检测部位包括耳部血管(血管宽度为５０μm)
[３１,３４]、肠系膜血管(血管宽度为１５０μm)

[３４]、前哨淋巴

结[４８].鼠的耳部薄而透明,耳部较粗的动静脉常用于检测,该部位的检测比较方便且无损伤.肠系膜血管

检测需要对腹部皮肤进行微创处理,具有一定的损伤性,但由于肠系膜血管比耳部的血管粗,可以检测到更

多的CTC信号.许多癌症的早期转移伴随着淋巴转移,因此淋巴结检测可以更早地检测到CTC信号.

３　PAFC在肿瘤检测中的应用
PAFC可以应用于红细胞、白细胞、CTC、植物叶脉管[５０]等的研究.在癌症检测方面,PAFC可以通过

CTC的数目来评估癌症的转移情况,并可实时杀死检测到的CTC[３４].有些研究表明,通过检测肿瘤细胞的

外泌体可以更早地检测到CTC[５１].以下针对PAFC在癌症检测中的应用进行具体介绍.

３．１　黑色素瘤CTC的实时检测与治疗

黑色素瘤是一类恶性程度较高、转移性较高的皮肤癌,黑色素瘤CTC具有较高的黑色素分泌量.相对

于血液中的血红蛋白,黑色素在特定的激光波段具有明显的特异性吸收,PAFC可以实现对黑色素瘤细胞的

在体实时无标记检测[３１,３４].对于黑色素分泌量相对较低的黑色素瘤细胞可以选用纳米颗粒标记法进行信

号增强[５２].此外,PAFC还可用于手术切除治疗效果评估[５３]和医学物理过程评估[４６].近期,Wang等[３５]提

出PAFC在检测黑色素瘤细胞的同时可以触发高能量激光杀死CTC [３４].以下是PAFC在黑色素瘤诊断、
治疗中的具体应用.

３．１．１　黑色素瘤细胞的无标记检测

黑色素瘤细胞的种类较多.源于鼠源的黑色素瘤细胞株B１６F１０由于具有高的转移性而易形成CTC,
且其黑色素的分泌量较高,便于实验检测,常用于动物实验研究中.

Wei等选用１０６４nm脉冲激光对B１６F１０进行了检测[３１],所用脉冲激光能量为６０μJ,脉宽为２ns,选用

１０MHz水浸式非聚焦型探头.首先采用模拟血流的方法将B１６F１０细胞注入１００μm的毛细玻璃管中,用
水作为超声耦合介质,该实验验证了检测的可行性.其次建立原位癌模型,即皮下瘤模型,将１０７ 个B１６F１０
细胞分别对５只裸鼠进行腋下皮下瘤接种,接种后每７d对裸鼠耳部的动脉血管进行１０min的在体检测,
并记录裸鼠的生存周期及检测到的CTC数目.实验结果显示,随着瘤块增大,裸鼠在接种２６d后逐渐死

亡,这表明B１６F１０对裸鼠的寿命具有极大威胁.接种后第一周检测到CTC数目不超过３个,在随后的几

周内检测到CTC数目明显增加,第二周检测到６个CTC,第三周检测到１２个CTC,第四周检测到２２个

CTC.研究结果表明,随着癌症的转移,CTC数目呈现递增的趋势,这也证明了PAFC可以用于监测黑色素

瘤细胞的转移情况.

Zharov等[３４]提出了双色PAFC无标记检测黑色素瘤CTC的方法.在奥林巴斯BX５１显微镜系统的基

础上建立PAFC系统,选用可调节的光学参量振荡器(OPO),其波长范围为４２０~２３００nm,脉冲宽度为

８ns,脉冲重复频率为１０~５０Hz,单脉冲通量为０．０１~１００Jcm－２.在实验中,将１０６ 个B１６F１０细胞分别

接种于裸鼠耳部与腹部皮下,建立原位癌模型,采用３．５MHz非聚焦型超声探头或２０MHz聚焦型超声探

头进行检测,光斑尺寸为７５μm×１１μm.通过对比５０μm血管中不同细胞的吸收谱,选取信噪比较高的
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８６５nm与６３９nm双波长激光进行检测,并通过体外方法验证了该双波长激光可以区分黑色素瘤细胞与红

细胞信号.高黑色素含量的黑色素瘤细胞与低黑色素含量的黑色素瘤细胞对激光的吸收具有较大差异,将
加入等量黑色素纳米颗粒与未加入黑色素纳米颗粒的B１６F１０细胞进行尾静脉注射检测.对比结果表明,

PAFC的活体检测率为８２％.根据尾静脉注射后CTC信号数目的变化规律可知,CTC的代谢分为两个过

程,即快速下降及反弹后缓慢下降的过程,推测信号的反弹是由嵌顿在肺等部位的CTC重新进入血液循环

中引起的.通过对比耳部黑色素瘤模型与腹部皮肤黑色素瘤模型可以发现,两种模型的CTC数目都呈现出

逐渐增多的趋势.腹部黑色素瘤模型中的CTC出现得更早,数目更多.此外,将聚焦探头与非聚焦探头的

检测结果进行对比后发现,聚焦型探头可以用于检测具有更高通量的大血管,因此检测到CTC信号的概率

更高.
线性光声检测使用的激光能量较低,信号幅值较低,因此一些低含量的黑色素细胞难以被检出.因此,

Zharov等[５４]提出了一种非线性光声信号检测方法.即:当激光能量高于阈值时,高强度激光使得细胞内产

生纳米级气泡,对光声信号进行非线性放大,同时背景信号不会被非线性放大.这种方法可以更加有效地区

分目标信号与背景信号.实验选用１０６４nm脉冲激光,重复频率为２kHz或１０kHz.按照黑色素含量将

B１６F１０细胞分为高、中、低、极低组.首先检测四组黑色素瘤细胞在PBS、血液及活体中的光声信号幅值,结
果显示从高组到极低组,光声信号强度显著降低.随着激光能量通量由０增加到８００mJcm－２,光声信号强

度呈指数增长.检测到黑色素瘤信号的比例随着激光能量通量的增加而增加,高组的黑色素瘤细胞的检测

率在８００mJcm－２时趋近于１００％.此项研究表明,非线性光声检测可以有效提高黑色素瘤 CTC
的检测率.

PAFC除了可以实现血管中黑色素瘤CTC的信号检测,还可以实现前哨淋巴结中黑色素瘤CTC的无

标记检测[４８].建立耳部原位癌模型,选用６３９nm和８５０nm激光进行检测,结果发现淋巴结中黑色素瘤细

胞的信号高于背景信号.实验中通过特定比例的６３９nm和８５０nm激光激发的光声信号实现了黑色素瘤

细胞的识别.早期淋巴管和淋巴结的实时信号检测结果表明,在肿瘤发展的初期,只有极少数的CTC,而在

接种１~２周后,CTC的数目从(０．２６±０．０５)min－１增加到(２．１３±０．３)min－１,随着时间推移,瘤块不断增

大,检测到的光声信号数目也呈增加的趋势.淋巴结中的CTC检测可以在癌症早期反映肿瘤的转移情况,
这对皮肤癌的转移诊断与监测具有重要意义.

３．１．２　活检、瘤块挤压及激光损伤等对黑色素瘤循环肿瘤细胞的影响

２０１３年,Zharov等[４６]针对外部干预是否会影响CTC进行了实验研究.实验中采用１０６４nm的脉冲激

光器(单脉冲能量为５０μJ,脉宽为１０ns)激发信号,采用２．２５MHz非聚焦型超声探头进行光声信号的接

收.在实验中,裸鼠共分为两组,第一组为实验组,共２７只裸鼠,分别建立耳部及皮下乳腺癌模型与皮肤癌

模型(乳腺癌细胞与黑色素瘤细胞均使用绿色荧光蛋白标记),待瘤块长至２２０~２６０mm３ 时,对实体肿瘤分

别进行挤压、活检、完全的肿瘤移除或激光损伤等操作.第二组为对照组,共１５只裸鼠,未进行瘤块接种操

作,同样对其进行挤压或外科手术.每组操作中至少有５只裸鼠,每次CTC检测主要包括三个连续阶段,即
操作前、操作时与操作后.

对３只耳部接种乳腺癌细胞的裸鼠进行手指挤压１０min检测,５只背部接种黑色素瘤的裸鼠进行压力

测试,即让其承受１２N的负载用以模拟挤压压力,接触面积为０．５cm２.５只耳部接种黑色素瘤的裸鼠进行

瘤块活检,另有２只在活检后进行瘤块的全部切除.７只耳部接种黑色素瘤的裸鼠进行瘤块的全部切除.

３只耳部接种乳腺癌的裸鼠进行激光损伤操作,即使用５０mW功率的４８８nm连续激光照射３０min.同时

检测了黑色素瘤CTC的光声与荧光信号,以及乳腺癌CTC的荧光信号.每个实验组对应的对照组均进行

相同的处理.
实验结果表明,增加压力处理后,荷瘤裸鼠体内的CTC数目呈增长的趋势,停止加压后CTC数目仍在

增加,停止加压２h后CTC数目才接近加压前的水平.进行活检操作的裸鼠,其体内的CTC数目在活检过

程中迅速增多,由活检前的０．１２９min－１增加到７．５１min－１,活检后的第２小时仍能检测到０．７７min－１.两

只连续两次进行活检操作的裸鼠,第二次活检后CTC数目比第一次活检后检测到的总数少.在肿瘤切除实

验中,瘤块切除前５０min,７只裸鼠总共检测到３５个CTC信号,切除瘤块１h后只检测到２个CTC信号,切
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除２~３h后未检测到CTC信号.对于活检后切除瘤块的裸鼠,在切除瘤块１h后未检测到CTC信号.激

光照射损伤处理后,荷瘤裸鼠体内的CTC数目增加到照射前的５~１０倍,停止照射４０min后CTC的数目

才降到激光损伤之前的水平.
这项研究证明某些医学过程会诱发CTC或促进CTC释放至血液循环中.一些对肿瘤的操作,如物理

检测中的触诊、活检或激光治疗方法,可能会导致肿瘤细胞从原发灶进入血液循环中.但在肿瘤全部切除

后,CTC的数目会降低,甚至检测不到.

３．１．３　磁性纳米颗粒标记的黑色素瘤CTC检测

针对人源黑色素瘤细胞中的黑色素含量较低,检测难度较大,Zharov等[５２]提出了用于检测人源黑色素

瘤细胞HTBＧ６５、SKＧ３、SKＧMELＧ１与C８１６１细胞的超快PAFC系统,并建立了原位癌模型进行活体验证.
该系统选用的激光波长为１０６４nm和８２０nm,激光脉冲重复频率高达０．５MHz.选用３．５MHz非聚焦超

声探头进行信号检测.首先将人源黑色素瘤细胞从尾静脉注射入血液循环中,通过鼠的耳部血管或肠系膜

血管检测信号,从而实现人源黑色素瘤细胞的无标记检测.然后建立原位癌模型,接种后第１０天首次检测

到了C８１６１细胞信号.这表明,超快PAFC系统可以用于人源黑色素瘤细胞的在体无标记检测,但检测到

的人源黑色素瘤细胞的数目明显低于可以检测到的高黑色素含量的黑色素瘤细胞的数目.因此在研究中采

用人源多克隆抗体的１０nm磁性纳米颗粒靶向黑色素瘤细胞,用以增强信号.通过尾静脉注射纳米颗粒靶

向黑色素瘤细胞,并在检测部位附近放置磁铁,聚集磁性纳米颗粒靶向的细胞.结果发现,由于CTC的聚

集,检测到的信号数目明显增多,且信号强度明显增强.因此使用磁性纳米颗粒可以有效提高低黑色素含量

黑色素瘤细胞的光声信号强度,并聚集黑色素瘤细胞,为CTC的治疗提供了有利条件.

３．１．４　在体光声流式图像细胞仪对黑色素瘤细胞的激光诊疗

肿瘤转移的传统临床疗法见效慢,许多药物不能到达转移部位.一些新型的基于转移特征的诊疗方法

具有较好的临床治疗效果,但这些诊疗方法在早期微小转移灶存在时未能取得良好的治疗效果,同时还有一

些副作用.从另一角度来说,直接针对CTC的治疗方法能够降低癌细胞的转移能力.

２０１６年,Wang等[３５]提出了一套基于双波长的在体光声流式图像细胞仪系统,该系统成功地实现了小

鼠动脉和静脉中单个循环黑色素瘤细胞的无标记成像,并结合高能量纳秒激光器对黑色素瘤进行了特异激

光治疗.该系统将双波长(５３２nm和１０６４nm)快速扫描激光用于光声成像,同时结合单个细胞分辨率级别

的高CTC选择性的１０６４nm同轴纳秒激光束杀死CTC.当有足够能量的纳秒激光脉冲照射黑色素瘤CTC
时,细胞内黑素小体的温度超过了爆炸性汽化温度阈值,使得CTC死亡的同时亦不会损伤周围组织.基于

此原理,当系统检测到的光声信号幅值高于设定阈值时,通过硬件触发高能量纳秒激光杀死检测到的CTC,
从而达到激光诊疗的目的.

为了验证该系统对CTC的诊疗效果,采用１０６４nm脉冲激光体外照射B１６F１０细胞,并对单层循环肿

瘤细胞逐步增加激光能量.结果显示,８．８Jcm－２的１０６４nm脉冲激光足够致死B１６F１０细胞.为了验证

激光对周围组织的损伤,对使用能量高达３０Jcm－２的激光对单层红细胞进行照射,未发现明显的损伤.最

后使用活体模拟实验验证了该系统的诊疗效果.实验中将B１６F１０细胞与血液混合,并通过注射泵使细胞

流经毛细管.毛细管置于诊疗系统中,实验组检测到CTC时自动触发治疗激光,对照组关闭治疗激光.收

集两组流过系统后的样本,并皮下接种到两组裸鼠体内进行培养,每周对接种部位进行一次光声显微镜成

像,监测肿瘤的形成.３０d后,实验组６只裸鼠中只有一只体内发现了肿瘤,且瘤块长大缓慢.而对照组所

有裸鼠体内均发现了肿瘤,且瘤块长大迅速.研究结果表明,在体光声流式图像细胞仪诊疗系统具有清除

CTC的能力,该系统在抑制肿瘤细胞转移方面具有广阔的应用前景.

３．２　乳腺癌CTC的实时检测与治疗

对于具有内源性特异性吸收物质的细胞,PAFC可以选用特定的波长实现细胞检测,获得可以与背景信

号区分开来的明显的光声信号.但是对于没有这类特征的待检测细胞,信号就难以被区分开来,此时就需要

一些外源物质,如具有光特异性吸收的纳米颗粒[４３,５５Ｇ５７]或光转换蛋白[４３],以增强待检测细胞的光声信号.
随着研究的不断深入,采用带有抗体的磁性颗粒进行靶向标记CTC的实验被陆续开展起来.
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３．２．１　磁性纳米颗粒标记的乳腺癌CTC检测

Zharov等[５８]利用双色PAFC实现了双色纳米颗粒标记的乳腺癌CTC检测.研究中使用６３９nm与

９００nm的双波长激光,两激光激发时存在１０ms的时间差,用以区分不同波长激光产生的光声信号.为了

提高乳腺癌细胞的检测特异性,选用双色磁性纳米颗粒———磁性纳米颗粒(MNPs)与金碳纳米管(GNTs)进
行标记.MNPs连接到尿激酶激活物的氨基末端片段上,可以特异性靶向该激活物受体,这种受体在许多种

癌细胞(包括乳腺癌细胞)中具有高表达量,而在正常细胞中的表达量很低,因此可以达到纳米颗粒特异性靶

向乳腺癌细胞的目的.MNPs在６３９nm具有区别于背景吸收的较强的光谱吸收,因此使用６３９nm的激光

激发 MNPs信号.叶酸受体在肿瘤细胞中的表达量较高,但在正常细胞中不表达,因此GNTs可以通过特

异性靶向叶酸受体达到标记乳腺癌细胞的目的.与 MNPs相比,GNTs在９００nm的光谱吸收更高,因此选

用９００nm的激光激发GNTs信号.
体外实验验证了 MNPs与GNTs对乳腺癌 MDAＧMBＧ２３１细胞系具有较高的特异性靶向效率.在尾静

脉注射实验中,分别注射体外标记的乳腺癌细胞与在体标记的乳腺癌细胞,并研究其代谢动力学.结果表

明,检测到的乳腺癌CTC的信号数目与变化趋势基本一致,说明纳米颗粒的在体靶向率较高.通过在腹部

皮下建立原位癌模型进行定期检测,结果发现检测到的信号数目逐渐增多,这与之前的研究是一致的.在检

测血管附近放置磁铁,发现检测到的光声信号强度明显增加,而磁铁移除后,信号强度下降,说明利用磁性纳

米颗粒的磁性可以有效增强光声信号.

PAFC可以通过纳米颗粒标记实现在血管中对乳腺癌CTC的检测,而且利用纳米颗粒的磁性可以实现

光声信号的富集,增强原本难以和背景区分的光声信号,实现更优的检测效果.使用相同的标记方法,也可

以实现前哨淋巴结中乳腺癌CTC的检测[４８].PAFC与光热技术的结合实现了淋巴结中纳米颗粒标记的乳

腺癌CTC的检测,这预示着PAFC可以实现癌细胞更早期的转移监测.同时,光热技术可以对淋巴结中检

测到的肿瘤细胞进行清除,一定程度上抑制了癌细胞的转移.

３．２．２　外泌体的检测

为了能够优化癌症的早期检测,Zharov等[５１]将与癌症相关的颗粒(CTP)作为早期诊断标记物,其中包

括外泌体.与CTC相比,CTP出现得更早,因此可以实现更早期的肿瘤转移检测.
实验采用双光斑、飞行时间光声荧光流式细胞术系统.CTC或CTP依次穿过两道间隔约２０~４０μm

的光斑,每通过一道光斑便会产生一个光声信号,光声信号被超声探头接收并存储,这样细胞的信号图在时

域上便会呈现偏移,根据偏移量可以推算出血液的流速.光声部分使用高重复频率５３２nm和８２０nm的纳

秒级(０．６~８ns)激光激发黑色素或纳米颗粒标记的CTP,３．５MHz的非聚焦超声探头进行信号接收.荧光

素标记的CTP信号使用４８８nm连续激光激发.
研究中对鼠源黑色素瘤细胞(B１６F１０)、人乳腺癌细胞(MDAＧMBＧ２３１)和表达绿色荧光蛋白(GFP)的鼠

源腺癌(MTLn３)细胞分别进行了检测.对于乳腺癌检测部分,选用尺寸为４０~６０nm、吸收峰在８５０nm的

金纳米颗粒作为光声造影剂.通过体外分离CTP检测法验证了光声荧光流式细胞术可以检测到CTP信

号,尾静脉注射CTP同样也可以检测到明显的信号.在采用PAFC检测原位癌模型的CTP与CTC信号

前,会先通过尾静脉注射金纳米颗粒,通过叶酸靶向CTC与CTP,最终检测到的光声信号包括CTC、CTP
以及CTC团聚体的信号.由于CTP会因癌症种类及阶段不同而具有不同的结构和分子组成,所以对光声

信号和荧光信号进行宽度和形状的分析可以将CTP和CTC区分开来.
检测结果表明,CTP比CTC出现得更早,且在检测到的信号中,CTP占据的比例大于CTC占据的比

例.光声荧光流式细胞术系统实现了CTP与CTC的检测,并可根据信号宽度和峰值将CTP和CTC区分

开来,用更加复杂的峰形参数可区分出CTC团块,这对PAFC临床意义的发掘以及癌症的早期检测具有重

要意义.

３．２．３　光热开关纳米颗粒标记的CTC检测

Zharov等[４３]发现了一种新的光热开关纳米颗粒(PTSNs),随着特定光的照射,这种颗粒的吸收峰会发

生可控的、可逆的偏移.Zharov等在研究使用 MNPs与GNTs靶向标记MDAＧMBＧ２３１细胞,并使用PAFC
结合光热技术对该细胞进行了检测.
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实验中使用５３２nm和６７１nm的激光进行体外验证.在开启开关之前,５３２nm激光能激发出光热信

号,而６７１nm激光则可激发出明显的光热信号.在纳米颗粒标记的乳腺癌细胞周围放置磁体,使细胞聚集

在磁体附近,５３２nm激光激发的光热信号下降,而６７１nm激光却激发出很强的光热信号.打开光热开关

后,GNTs吸收谱蓝移,５３２nm激光激发的光热信号恢复,而６７１nm激光激发的光热信号变弱.基于此原

理,使用６７１nm与８２０nm激光激发光声信号,进行CTC在体检测.实验中共设置三束激光,分别为８２０nm
的光声信号激发激光、８２０nm的GNTs开关激光以及６７１nm的光声信号激发激光.尾静脉注射GNTs标记

的乳腺癌细胞用来模拟在体CTC,CTC流过第一束激光时被激发出较强的光声信号,这是由于GNTs在

８２０nm处具有强吸收;CTC流经第二束光斑时,GNTs被打开,吸收峰发生蓝移;CTC流经第三束光斑时被

６７１nm激光激发出较强的激光.检测结果表明,８２０nm开关激光可以在体调控GNTs的吸收峰.
该研究发现,与光开关荧光蛋白相比,光开关控制的光热/光声纳米颗粒具有更快的光热选择时间、更高

的光热/光声信号对比度以及更低的毒性.CTC标记的PTSNs可用于区分血液中新出现的CTC和血液中

已检测过的CTC,克服了传统CTC检测和成像的缺点,这对于CTC转移机制的研究具有重要意义.

３．２．４　循环肿瘤干细胞的检测与治疗

肿瘤干细胞与肿瘤的生长和转移密切相关,它在循环系统中的数目非常少,传统的检测方式难以检测

到.Zharov等[４２]提出了结合光热技术的PAFC系统,该系统使用GNTs增强光声和光热信号,实现了肿瘤

干细胞的检测与清除.

Zharov等采用６３９nm和８５０nm的激光激发 MNPs与GNTs标记的 MDAＧMBＧ２３１乳腺癌细胞,其中

MNPs连接CD４４抗体,用于靶向乳腺癌细胞中高表达的CD４４受体,GNTs连接叶酸或CD４４抗体.体外

验证了 MNPs与GNTs在含有乳腺癌细胞血液中的靶向效率,利用磁铁聚集磁性纳米颗粒标记的细胞可以

有效提高信号的强度.基于光热效应,当激光能量密度达到０．５Jcm－２时,由于纳米颗粒的强吸收,乳腺癌

细胞内因产生微泡而导致损伤,从而达到了治疗目的.原位癌模型检测中,在第四周尾静脉注射连接叶酸的

GNTs与连接CD４４的GNTs,用于靶向乳腺癌CTC.PAFC对CTC的检测结果显示,通过CD４４靶向的

CTC占所有检测到的CTC的８．８％,推测CD４４靶向的CTC可能是肿瘤干细胞.
这套系统集成了癌细胞的检测与清除功能,同时保证了较好的灵敏度和深度,可以用于所有易转移癌细

胞的检测与清除,同时对于肿瘤干细胞分子水平的生物机制有更好的理解.

４　结束语
PAFC基于光声效应原理,利用被检测物对特定波长激光的特异性吸收产生较强光声信号的原理进行

在体检测.该技术通过黑色素瘤CTC的无标记检测可以进行皮肤癌转移检测,评估医学物理过程和治疗效

果,通过磁性纳米颗粒标记达到了聚集捕获黑色素瘤CTC的目的.同时,该技术也可实现红细胞、镰刀型红

细胞、白细胞及疟原虫[２９]的无标记在体检测.针对乳腺癌细胞等对激光光子没有特异性吸收的细胞,可通

过纳米颗粒标记技术实现这些细胞的检测与捕获.此外,PAFC不仅可用于动物血管的检测,也可以应用于

植物鞘管的检测[５０].光声技术可与其他检测方法相结合进行在体检测,如拉曼检测[４５]、荧光检测[４６]、光热

检测[４４]等,进一步提高了PAFC的应用范围与检测准确度.

PAFC由动物实验推向临床面临着巨大挑战.首先,人体皮肤较厚,皮肤组织对激光的吸收、散射会导

致激光能量衰减,降低信号的检测效率,对于较深的血管就更加难以检测.不能为了提高检测效率而提高激

光能量,因为这会涉及到激光的安全性问题.其次,对于本身不含有特异性吸收物质的细胞,需采用纳米颗

粒标记,而纳米颗粒探针具有一定的毒性,这些颗粒会残留在肾脏中,不容易被代谢掉.虽然PAFC可以实

现无标记检测CTC的对象较为单一,目前仅限于黑色素瘤细胞,但可以通过基因调控过表达黑色素或寻找

其他内源强吸收物质的方法,拓宽PAFC的应用范围.目前的实验研究正在努力将检测参数逐渐靠近人体

检测参数,通过设计手环[２９]等方式实现PAFC在人体的CTC无标记检测.寻找低毒性的纳米探针靶向

CTC解决无标记检测CTC中的假阴性信号问题,结合PT等技术实现血管中CTC的在体高效检测与实时

诱导凋亡,是PAFC未来的发展方向.
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