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摘要　慢性肝脏损伤将导致肝纤维化,不及时诊断治疗易进一步发展为肝硬化等更严重的肝脏疾病.近年来,荧
光成像及光谱分析技术以其快速、简便、无损等优势,极大地推进了肝纤维化疾病的检测和研究,具有良好的发展

前景.重点综述了目前荧光成像及光谱分析技术在肝纤维化组织、细胞以及分子机制研究中的最新成果,并展望

了其研究难点和潜在应用前景.
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１　引　　言

肝脏是机体新陈代谢和解毒的重要器官,而肝

纤维化是肝脏对重复性刺激损伤进行不断修复的结

果.当肝脏损伤持续产生时,肝脏的再生能力将会

逐渐失去,肝实质细胞被过量的细胞外基质所取代,
导致胞外基质不断沉积、增长、桥接形成纤维状,最
终形成肝纤维化[１].越来越多的研究表明腺苷对于

维持肝脏的正常生理功能有着至关重要的作用[２],
并且腺苷受体在肝纤维化的发病机制中也发挥了积

极的作用[３].最近有报道表明A２AR拮抗剂可以减

缓甚至逆转录小鼠的酒精性肝纤维化[４],对于防治

肝纤维化具有重要意义.光学技术与生物学、医学

研究手段相结合,使细胞内的腺苷及其受体可视化,
确切观察其形态、运动、迁移和相互作用等动态行

为,提供肝纤维化形成过程中的时空动态信息,极大
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地丰富对肝纤维化形成机制的认知.光学方法具有

快速、简便、无污染、无破坏性、实时、灵敏、适用范围

广等优点,已被广泛应用于肝病组织、细胞形态、结
构与功能的研究.本文将重点阐述荧光成像及光谱

分析在肝纤维化机制中的研究进展,以及目前所面

临的机遇和挑战.

２　基于荧光成像的肝纤维化研究

荧光成像是一种落射光照明技术,光源经由滤

光片后产生的一定波长的激发光激发样品产生荧

光,再经由滤光片后产生的一定波长的荧光返回物

镜,并通过CCD成像.能够采用荧光成像技术进行

检测的样品需要待测部位能被一定波长的光激发产

生荧光[５].各种致病因素造成的慢性肝损伤常继发

为肝纤维化,如图１[６]所示.近年来,一系列荧光成

像技术在肝纤维化研究中得到快速发展与应用,如
非线性光学显微成像技术、免疫荧光技术、共振能量

转移技术、双分子荧光互补技术等.

图１ 肝纤维化进程中肝脏结构的变化[６]

Fig敭１ Liverstructuralchangesduringliverfibrosis ６ 

２．１　非线性光学显微成像技术

非线性光学显微成像技术突破了衍射极限的限

制,可以获得具有超高空间分辨率、穿透深度大的图

像,其 中 二 次 谐 波 (SHG)和 双 光 子 激 发 荧 光

(TPEF)技术应用得最广泛.SHG技术利用样品的

非线性散射进行成像,其信号强度与生物组织中的

胶原含量呈正相关.双光子激发荧光是生物组织在

被特殊激光照射时产生的一种荧光信号,可用来显

示组织及细胞的结构.非线性光学显微成像的原理

如图２所示,激发激光器是可调谐锁模激光器(波长

为７１０~９９０nm),具有脉冲压缩器(PC)和用于功

率控制的声光调制器(AOM).激光通过二向色镜

(DM,４９０nm)和物镜后到达组织标本.二次谐波

产生的二次谐波信号在激发光源的另一侧,在透射

模式下,通过高数值孔径(NA)电容器、场光阑和

４５０nm带通(BP)滤波器收集,然后由光电倍增管

(PMT)记录.双光子激发荧光被物镜收集后经过

７００nm短通(SP)滤波器,过滤后由另一个PMT
记录.
１９９０年Denk等[７]首次将二次谐波和双光子激

发荧光这两种非线性光学显微成像技术结合起来观

察生物组织的形态结构,之后越来越多的研究者将

该成像技术用于角膜[８]、大鼠肝脏[９]、人肝脏[１０]等

部位的胶原纤维成像,还有课题组将其应用于鼻咽

癌、肝癌等肿瘤学的研究中[１１].新加坡的Tai等[９]

通过计算机辅助分析技术建立了肝纤维化定量分级

系统“FibroＧCＧIndex”,将二次谐波/双光子激发荧

光技术用于自动评估人肝穿刺标本的纤维化程度,
发现评估的纤维化进程与传统病理相吻合,且能更

特异、敏感地反映肝纤维化的等级.Xu等[１０]基于

扫描得到的组织样本中胶原蛋白的特殊参数,建立

了“qFibrosis”系统,该系统可以清楚地区分组织不

同纤维化程度之间的差别,因而可以检测出组织纤

维化到肝硬化的转变.肝纤维化的特点是肝脏过度

沉积细胞外基质,并富含I/III型交联胶原[１２].肝

纤维化过程的实质是胶原沉积从门脉延伸到邻近的

过程,并伴随着门静脉/门静脉周围纤维化、隔纤维

化和肝周纤维化的形成[１３],但肝纤维化逆转过程中

胶原形态的变化尚不清楚.有学者对纤维化逆转的

病理组织学模式进行研究后发现,纤维间隔变薄可

能是纤维化逆转的重要标志[１４].然而,这一观点主

要是基于肝移植活检的横断面研究得到的,人们对

纤维化逆转前后胶原特征和胶原形态的动态变化仍

０１０００２Ｇ２



激 光 与 光 电 子 学 进 展

不清楚.最近,Wang等[１５]采用全自动二次谐波/双

光子激发荧光技术对１１７例接受抗病毒治疗的慢性

乙型肝炎患者的成对活检标本进行了成像,以确定

门脉区、隔区和纤维区的纤维化逆转情况,模拟纤维

化回归模型,研究结果表明,隔区胶原是评估肝纤维

化动态变化最有用的组织,且间隔宽度是判断肝纤

维化预后的重要指标.综上所述,二次谐波/双光

子激发荧光技术鉴别纤维和非纤维胶原蛋白的能

力,对研究纤维化具有重要的指导意义.

图２ 非线性光学显微成像的原理[９]

Fig敭２ SchematicillustrationofnonＧlinear

opticalmicroimaging ９ 

２．２　免疫荧光技术

Coons在１９４１年使用荧光素标记抗体的方法,
在小鼠组织中成功地检测到了可溶性肺炎双球菌多

糖抗原,从而开创了分子生物学的一种新技术———
免疫荧光(IF)技术.IF技术是利用抗原与抗体相

结合的原理以及特殊的标记技术(图３),对特异性

抗原或抗体进行定位以及定性或定量测量的一门技

术[１６],具有成本低、灵敏度高、重复性好、特异性强、
线性范围宽和运用范围广等特点,已被广泛地应用

于医学、化学、生物学等领域.
肝纤 维 化 形 成 的 中 心 环 节 是 肝 星 状 细 胞

(HSC)的激活[１７].Inzaugarat等[１８]将逆转录Ｇ聚合

酶链反应、蛋白质印迹、酶联免疫吸附测定和免疫荧

光等技术相结合,证明了 NLRP３炎性体诱导活性

氧(ROS)的产生、肝纤维化标志物的 mRNA和蛋

白质水平上调,将直接激活 HSC细胞,诱导肝纤维

化,这说明NLR家族(thenucleotideＧbidingdomain
andleucineＧrichrepeatcontaininggenefamily)在
肝纤维化发展中起到了重要作用.有研究表明自噬

图３ 免疫荧光技术原理图

Fig敭３ Schematicofimmunofluorescence

可以通过分解脂滴来提供激活 HSC的能量,促进

了肝纤维化的发生.
近年来,越来越多的研究团队利用免疫荧光技

术研究了腺苷以及腺苷受体在各个生理机制中的作

用.Ni等[１９]利用免疫荧光法证明缺血前 A２BR通

过激活PI３K/Akt的途径来刺激脾白细胞的产生,
从而 发 挥 限 制 心 肌 再 灌 注 损 伤 的 抗 炎 作 用.

Terayama等[２０]使用双重免疫荧光标记证明了腺苷

A３受体激动剂可以通过抑制增强的小胶质细胞活

化和脊髓背角伤害性输入的异常收缩来减轻神经病

理性疼痛的程度.Zhang等[２１]利用共聚焦免疫荧

光法证明了腺苷和多巴胺分别通过A２A和D２ 受体

起作用,调节传入神经元的兴奋性.Chen等[２２]通

过双标免疫荧光证明了A２A受体主要在小胶质细胞

上表达,在急性低压缺氧模型小鼠的海马中上调.
但是,目前并没有利用免疫荧光技术研究腺苷及其

受体与肝纤维化之间的关系的报道.

２．３　共振能量转移技术

共振能量转移(RET)技术是指使能量在相距

小于１０nm的供体与受体之间转移的技术,包括生

物发光共振能量转移(BRET)和荧光共振能量转移

(FRET)技术,均被用于肝纤维化早期检测和监控

的研究中[２３].

２．３．１　BRET技术

BRET技术的原理是能量在能量供体(发光酶)
和能量受体(荧光基团)之间转移时供体的发射光谱

必须与受体的激发光谱相重叠,且供受体间的距离

须小于１０nm,当两个距离足够近的目标蛋白产生

相互作用时,即可检测到 BRET 信号,如图４所

示[２４].该技术是一种新的蛋白质Ｇ蛋白质相互作用

(PPI)的技术,其特点是避免了传统检测方法对蛋

白质的损害,可以实现对活体细胞的实时动态检测,
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图４ BRET技术原理示意图[２４]

Fig敭４ SchematicofBRETtechnique ２４ 

大大提高了信息获取的准确性和时效性[２５],在疾病

发生的分子机制研究中具有重要地位.
腺苷是一种局部反应性代谢物,在调节包括炎

症、缺氧和心血管调节在内的生理和病理过程中发

挥着主要作用,与肝纤维化疾病关系密切,对于肝纤

维化的研究具有重要意义.Cooper等[２６]采用纳米

荧光素酶(Nluc)生物发光能量转移(NanoBRET)方
法,研究了变构配体对荧光激动剂与完整活细胞腺

苷受体 A１受体结合的影响.Hinz等[２７]的BRET
实验证实了A２AＧA２BAR异聚复合物的形成,而且该

复合物具有高特异性BRET信号,观察到A２AR与

A２BR(A２BR≥A２AR)在重组细胞和自然细胞中共同

表达时,其药理作用发生了显著变化.用激动剂(腺
苷、NECA、CGS２１６８０以及BAY６０Ｇ６５８３)和拮抗剂

(PSBＧ６０３)孵育细胞６０min后获得的BRET信号,
与配体不存在情况下的BRET信号相似,这意味着

A２AＧA２BAR异聚复合物的形成与A２A或A２B配体的

存在无关.此外,在 A２B受体存在下,A２A选择性配

体失去与A２A受体的高亲和力,为异聚复合物成为

免疫肿瘤学的药物靶点提供了理论依据.
环磷酸腺苷(cAMP)是一种重要的第二信使,

可调节多种生物学过程,包括疾病、细胞分裂、学习、
记忆和新陈代谢等.Huang等[２８]将基因编码的生

物传感器变异体、cAMP结合域与荧光酶素的突变

体融合构成了BRET探针,该探针在与cAMP结合

后,构象发生了改变.低水平激光照射(LLLI)能提

高活细胞内cAMP的水平,即６５８,７８５,８３０nm处

激光的剂量依赖性和波长无关性以及腺苷受体调节

LLLI诱导的cAMP水平增加,表明BRET技术可

以用来测定腺苷受体在LLLI下诱导活细胞产生的

cAMP,为肝纤维化分子机制研究提供一种有效

方法.

２．３．２　FRET技术

FRET技 术 是 指 两 个 荧 光 基 团 距 离 在１~
１０nm之间时,供体基团在吸收特定波长的光子后

被激发到更高的电子能态,由一对偶极子介导将

能量向邻近的受体分子转移.供体的发射光谱与

受体的吸收光谱必须具有相当的重叠,而且当它

们之间的距离足够接近时,用供体的吸收波长的

光激发供体发色基团,能量才会被高效率地共振

转移至受体的发射基团上.因此,供体的发射荧

光将减弱或消失,受体发射出很强的荧光,如图５
所示.FRET技术是目前唯一可以在活细胞内检

测蛋白质动态相互作用过程的实时监测技术[２９],
具有高灵敏度、高特异性、高通量、检测速度快、样
本基本无损、结果准确可靠、操作简单等优点,十
分适合用于肝纤维化信号路径中相关蛋白相互作

用的分子机制研究.
在肝纤维化的发展中,星状细胞(HSC)起着主

导作用.正常情况下,HSC处于静息状态,并且只

产生少量的细胞外基质(ECM)用于基质膜的形成.
当肝脏受损时,静止的HSC大量合成ECM,Ⅰ型和

Ⅲ型胶原的表达被认为是 HSC激活的明显特征.
越来越多的研究表明,乙醇诱导后释放的大量腺苷

通过HSC上的腺苷受体促进 HSC胶原的合成,在
肝纤维化疾病中扮演着重要的角色[３].有证据表

明,过量的腺苷可能促进肿瘤的发生[３０],腺苷在肝

纤维化发生机制中起着至关重要的作用.因此,在
生理条件下直接检测腺苷将有助于进一步说明它在

肝纤维化、癌症发生过程的作用机理.
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图５ FRET原理示意图

Fig敭５ SchematicdiagramofFRET

　　You等[３１]设计了双排放比率荧光适体探针,即
将腺苷结合适体(ABA)分成两半(称为 ABA１和

ABA２),ABA１与发蓝光的碳点共价结合作为响应

性荧光团(称为ABA１ＧCD),ABA２与红色发光二氧

化硅涂覆的量子点相连(称为ABA２ＧQDs＠SiO２).
当加入氧化石墨烯后,ABA１ＧCD的荧光被淬灭;随
后加入ABA２ＧQDs＠SiO２ 和不同量的腺苷,颜色由

红色变到深蓝.该方法通过４４０nm和６１３nm处

的荧光强度的比值来定量计算FRET效率,随着腺

苷浓度增加,发射强度比值(I４４０/I６１３)逐渐增大,并
且检测腺苷的极限低至２．４nmol/L.采用该探针

检测正常人尿液和肺癌患者尿液中的腺苷含量,结
果显示,该探针能准确地区分正常人和患者,有望成

为肝纤维化检测的有效手段.

Song等[３２]设计了基于适体的腺苷荧光测定平

台,在腺苷存在的情况下,用３７０nm波长的光进行

激发,银纳米颗粒通过内部过滤效应和电子转移淬

灭石墨烯量子点,以此作为腺苷的信号标记.结果

表明,石墨烯量子点的荧光随着腺苷浓度的增大而

下降,具有对腺苷进行高选择性和高灵敏性检测的

优势,且腺苷检测浓度范围为０．１~３０nmol/L,检
测限为６０pmol/L.此外,该平台可检测生物医学

领域中的各种靶分子,具有临床诊断的巨大潜力,有
助于肝纤维化诊断试剂盒的开发.

笔者课题组[３３]构建了荧光探针(A１RＧECFP和

A２ARＧEYFP),并将其瞬时转染至 HEK２９３T活细

胞,在荧光显微镜下能够准确地观测 A１R和 A２AR
的定位;此外,还利用IemＧspFRET定量方法计算

了两种腺苷受体在 HEK２９３T细胞膜上的相互作

用.实验结果表明,A１R和 A２AR在细胞膜上有较

弱的相互作用,其结果与杨凤[３４]利用免疫共沉淀技

术所得结果一致.

２．４　双分子荧光互补技术

双分子荧光互补(BiFC)技术是将荧光蛋白分

子在某些特定的位点切开,使其形成两个不发光的

独立片段,这两个片段分别融合目标蛋白,目标蛋白

相互作用使两个片段在空间上相互靠近,重新构建

形成完整且具有活性的荧光蛋白,并且在该荧光蛋

白的激发光激发下发射荧光[３５](图６).该技术是一

种能够用于简单、直观、快速检测细胞内外目标蛋白

在活细胞中的定位和相互作用的新技术.

图６ 双分子荧光互补技术原理示意图[３６]

Fig敭６ Schematicofbimolecularfluorescence

complementationtechnique ３６ 

G蛋白偶联受体(GPCR)家族拥有大约１０００
名成员,是哺乳动物中最大的一类膜受体,可作为许

多治疗药物的靶标.腺苷受体作为GPCR家族中
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的重要成员之一,其二聚化的功能和作用具有重要

的研究价值.所有的４种 AR亚型均存在于大鼠

HSC细胞中,A２AR和 A１R的 mRNA和蛋白质表

达水平远高于A２B和A３的表达水平,所以A２AR和

A１R在肝纤维性疾病的发病机制中起着至关重要

的作用[３７].

Gandia等[３８]将 A２AR 融合至青色荧光蛋白

Cerulean(A２ARＧCN和 A２ARＧCC)和黄色荧光蛋白

Venus(A２ARＧVN和A２ARＧVC),然后转染进Cath．aＧ
differentiated(CAD,是Cath．a细胞的一种突变型,

Cath．a是一种转基因大鼠肿瘤细胞)细胞中瞬时表

达,观察到了细胞膜标记共定位的细胞表面信号.
大多数细胞在囊泡结构和弥漫性胞内结构上均表现

出不同程度的 A２AR/A２AR信号,这些结构上的细

微变化可能反映了生理上的差异或细胞分化的不同

状态,表明A２AR/A２AR具有高效的质膜靶向性,至
少由３个A２AR在神经细胞的质膜上聚集成高阶寡

聚化,为G蛋白偶联受体寡聚体的分子组成提供了

新见解.

Vidi等[３９]将A２AR和D２L融合到青色荧光蛋白

Cerulean(A２ARＧCN 和 D２LＧCC)或黄色荧光蛋白

Venus(A２ARＧVN和D２LＧVC),同时对A２A/D２L异源

二聚体和 A２A同源异构体进行可视化和对比.将

D２LＧVN与 A２AＧVC、A２AＧCN 和 A２AＧCC共转染到

CAD细胞中,Venus荧光的重构表明了A２A/D２L异
源二聚体的形成,而Cerulean荧光则反映了A２A的
同源化.荧光显微镜下观察到的细胞同时显示了

Cerulean和Venus的荧光信号,表明 A２A/D２L异种

异构体和A２A同种异构体在细胞内共存,这两种荧

光信号在质膜和细胞内的间隔内基本上是共定位

的,首次在活细胞中同时显示了多个 GPCR的相

互作用.该团队还研究了 D２激动剂和拮抗剂对

D２L和 A２A异构体定位的影响,用喹啉处理表达

D２LＧVN、A２AＧVC、A２AＧCN和 A２AＧCC的细胞１８h,
细胞表面与细胞内 Venus(A２A/D２L)信号的比值

降低,但这种作用可被D２拮抗剂阻断.在互补实

验中,转染D２LＧVN、A２AＧVC、A２AＧCN和A２AＧCC的

细胞表面用五氯吡咯处理后,Cerulean(A２A/D２L)
和Venus(D２L/D２L)的BiFC信号的表面荧光减少.
磺脲阻断奎尼咯会对A２A/D２L荧光产生影响,并可

能通过降低D２L/D２L低聚物的活性来增加D２L/D２L
的质膜定位,这些观察结果与醌吡咯诱导的D２L/

D２L同分异构体和 A２A/D２L异构体的内化相一致,
首次利用双分子荧光互补技术监控药物调节腺苷

受体寡聚化,该技术有望成为肝纤维化疾病研究

的手段之一.
上述基于荧光信号的技术在材料学、物理学、生

物医学、生命科学等学科中具有举足轻重的地位.
非线性光学显微成像技术具有较高的空间分辨能力

和层析成像能力,与其他成像技术成像系统相比更

为复杂,仪器较为昂贵.FRET技术的最大优点在

于该技术可以利用信号比值进行数据分析,可以减

小误差,是一把丈量分子空间距离的光学“分子尺”.

BRET和FRET检测原理大致相同,但对于自发荧

光较小的样本,BRET在信噪比方面具有明显优势.
与BRET和FRET技术相比,BiFC技术不需要复

杂的数据采集,对实验系统的要求较低,所需成本较

小,还可以利用不同的荧光颜色在活细胞内同时进

行多个蛋白相互作用的检测.

３　基于光谱分析技术的肝纤维化研究

“原子发射光谱分析”简称“光谱分析”,它是利

用物质发射的光谱来判断物质组成的一门分析技

术.光谱分析法具有快速、直接、无损等优点,已成

为近年来疾病诊断的有效方法[４０].

３．１　漫反射光谱技术

漫反射光谱(DRS)技术是一种通过测量待测样

品在光照射下对不同波长光的漫发射,获取样品信

息的光谱分析技术(图７).当光辐射到待测样品表

面时,部分光直接发生镜面反射,该部分反射光未进

入样品内部发生作用,因此它未携带样品的结构和

组织等相关信息,而另一部分光进入样品内部,发生

反射、散射、吸收等多次相互作用后,再次返回表面

并离开样品,这一部分为漫反射光.漫反射光谱技

术具有操作简单、快速、对样品无破坏性、效率高和

成 本 低 等 优 势,在 肝 纤 维 化 研 究 中 已 得 到 了

应用[４１].

２０１２年,Fabila等[４２]将足够数量的雄性大鼠差

异性地暴露于CCl４ 中,以诱导不同阶段的肝纤维

化,然后通过 Mason’sTrichrome染色的组织学检

查以及谷丙转氨酶/谷草转氨酶(ALT/AST)血清

水平评估纤维化程度,利用微创腹腔镜手术从每只

大鼠的肝脏表面测量漫反射光谱.测量结果显示,
与对照组相比,轻度和晚期纤维化大鼠的漫反射光

谱分别在３６５nm处明显增大了３倍和４倍,漫反射

光谱强度随肝脏的纤维化程度线性增加,算法结果

表明漫反射光谱检测肝纤维化具有８５％的灵敏度

和１００％的特异性.
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图７ 漫反射光谱检测系统示意图[４１]

Fig敭７ Diagramofdiffusereflectancespectraldetectionsystem ４１ 

　　FabilaＧBustos等[４３]首次报道了在石蜡中保存

的人肝脏标本中每个纤维化阶段的独特漫反射谱.
他们通过在光学探针和保存的组织之间建立表面接

触,于４５０~７５０nm处采集得到了光谱信号.根据

组织学评价,在FO(无纤维化)肝脏样品中,漫反射

强度在４５０~７５０nm波长范围内逐渐增大.相反,
与FO 肝脏样本相比,F１ＧF２(纤维化初期)、F３(纤维

化程度严重)和F４(肝硬化)样本分别显示出FO 样

本漫反射强度的１．５倍、２倍和５．５倍.在６５０nm
处,肝纤维化的所有阶段都以高灵敏度和特异性

(９２％~１００％)明显区分.

AristaRomeu等[４４]在离体肝脏样本上直接测

量漫反射光谱,波长范围为４００~８００nm,实验结果

表明漫反射技术能够区分正常肝组织和肝纤维化组

织.此外,他们还采用该技术对肝纤维化进行分级

判断,结果显示出高敏感性和特异性,说明该技术可

准确评估肝纤维化的程度.

３．２　拉曼光谱技术

拉曼散射是１９２８年印度物理学家拉曼发现的

一种物理现象,也被称作拉曼效应.拉曼散射是指

散射分子的转动能级和振动能级发生了变化,导致

入射光子频率发生改变.所以,不同物质的拉曼光

谱只与其分子结构有关,不会受入射光频率的干扰

(图８).生物体内的蛋白质、脂质、糖类和核酸等分

子结构,会产生不同的拉曼图谱,故被称为“分子指

纹”[４５].拉曼光谱技术具有易制样、样品需求量小、
样品无损伤、检测时间短、快速分析、操作方便、干扰

小以及实时检测等特点,常被用于研究生物大分子

的结构[４６].拉曼光谱技术通过物质的分子振动光

谱来区分不同的物质结构,可以灵敏地反映组织中

信息的微小改变,因此很有希望被应用于肝纤维化

的辅助检测和筛查.

图８ 拉曼散射原理示意图[４７]

Fig敭８ SchematicdiagramofRamanscattering ４７ 

RamírezＧElías等[４８]使用四氯化碳诱导肝纤维

化,评估拉曼光谱检测大鼠肝纤维化的早期病理征

兆,结果表明,健康和纤维化肝脏的拉曼光谱之间存

在显著差异,通过主成分分析(PCA)和线性判别分

析法(LDA)进行分类,PCAＧLDA方法的灵敏度为

１００％,特异性为８５％,诊断准确率为９３．５％.可

见,拉曼光谱技术可用于检测离体肝脏样品是否纤

维化.

１９９５年修订的«病毒性肝炎防治方案(试用)»
中对慢性病毒性肝炎的诊断加入了肝纤维化分期,
根据肝纤维化的范围和损伤程度,将肝纤维化分为
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４期(S１ＧS４),从S１ 到S４ 逐渐加重,其中S４ 期已发

生早期肝硬化.李师思等[４９]利用四氯化碳橄榄油

溶液制作了不同时期的肝纤维化大鼠模型,将大鼠

的肝脏组织进行拉曼光谱检测,观察正常组织与S１Ｇ
S４ 期病变组织的拉曼光谱特征,并比较各个时期不

同谱带处的拉曼特征峰值.实验结果表明,不同时

期肝纤维化大鼠的近红外激光拉曼光谱检查结果存

在差异.
星状细胞激活是肝纤维化形成的重要环节,因

此快速有效地鉴别星状细胞对肝纤维化的诊断和治

疗具有重要意义.Yildirim 等[５０]基于氨基官能化

的甲基丙烯酸甲酯与视黄酸和荧光染料共价耦合,
通过拉曼成像检测得到了肝星状细胞中含有聚合纳

米颗粒视黄酸的结论,这表明视黄酸功能化的纳米

粒子可以在所有测试的肝星状细胞和肝脏组织中检

测到,且无需额外的标记.权日浩等[５１]使用拉曼光

谱技术联合其他手段研究了肝星状细胞和四氯化碳

诱导的肝组织损伤动物模型,揭示了肝星状细胞在

体外活化过程中,胞内分子组成和结构的变化,以及

急性肝损伤条件下肝星状细胞体内活化的高峰时刻

及其活化的大致周期,使用代表肝组织内胶原蛋白

相对含量的拉曼峰强比值I１６４０/I１６６０作为肝星状细

胞体内活化的拉曼光谱判断依据.采用显微拉曼光

谱技术偶联光纤探针对肝星状细胞体内活化进行表

征的方法有望成为肝纤维化早期诊断的潜在临床

手段.
近年来,众多的研究表明,腺苷及其受体与肝纤

维化息息相关,因此腺苷的研究及检测显得十分重

要.腺嘌呤碱基和腺苷作为贮存和携带遗传信息的

载体参与了遗传信息在生物体细胞内的传递和表

达,所以研究腺嘌呤碱基和腺苷的性质对于研究肝

纤维化具有重要意义.吴雷等[５２]对腺嘌呤碱基和

腺苷的拉曼光谱进行了研究,结果显示,与腺嘌呤相

比,腺苷的拉曼光谱在４１２,７６２,１３８６,１５７２cm－１等

位置出现了新的谱峰.谱峰位置的移动是由于糖苷

键的形成,腺苷分子和腺嘌呤分子的拉曼光谱相比

振动的位置都发生了改变,它的存在对于腺苷分子

的精确检测分析具有重要意义.Villa等[５３]设计了

表面增强拉曼光谱/多变量曲线分辨率Ｇ交替最小二

乘法(SERS/MCRＧALS)方法,在没有干扰的情况

下,利用表面增强拉曼光谱(SERS)检测尿液中的腺

苷,以及采用多变量曲线分辨率Ｇ交替最小二乘法

(MCRＧALS)的方法量化腺苷,并通过正常人与癌

症患者的尿液评估了SERS/MCRＧALS方法的选择

性、准确性和灵敏性,首次提出了表面增强拉曼化学

计量学方法,并将其用于腺苷的检测.Wang等[５４]

设计了银纳米颗粒/NＧ异丙基丙烯酰胺(AgNP/

PNIPAAm)表面增强拉曼基底,即银纳米颗粒沿

PNIPAAm纳米纤维排列,其可在激光诱导等离子

体加热时产生更多的热点,大大改善SERS信号.
该基底从亲水状态到疏水状态的温度响应变化可被

用于有效捕获疏水性分析物,以进行选择性SERS
检测,并可用于尿液中腺苷的直接检测,且具有良好

的再现性和稳定性.因此,拉曼光谱检测技术有助

于肝纤维化的早期发现及分期评估,并有望成为肝

纤维化早期诊断的潜在临床手段.

３．３　荧光光谱技术

荧光光谱是光谱学的重要组成部分.物质在吸

收光后发出荧光,在吸收光的这段时间内许多分子

会影响到荧光物质的光谱特征,所以荧光光谱技术

在物理学、化学、生物学和医学等领域具有十分重要

的应用.利用适当波长的激发光激发被检测物使其

产生荧光,根据荧光光谱特征可对癌症进行诊断.
根据被检测物的荧光物质不同,可将荧光光谱技术

分为“敏化荧光法”和“自体荧光法”.血液成分很复

杂,饮食、药物等可以改变血清的荧光光谱,这一点

对肝纤维化的研究极为重要.
秦少平[５５]使用激光器发出的４８８nm激发光来

激发 肝 纤 维 化 白 鼠 血 清 的 自 体 荧 光,在 ４９５~
６４０nm范围内采集到了荧光光谱,共检测了３７例

肝纤维化白鼠血清,１４例肝硬化患者血清以及４０
例健康人血清,并对得到的荧光光谱进行分析.分

析后发现肝纤维化白鼠血清的荧光光谱峰位和健康

血清相比蓝移了２~３nm,肝硬化患者血清较健康

血清蓝移了１nm,且带宽变小.
李建东[５６]以氩离子激光器为激发光源,利用

５１４．５,４８８,４７６．５nm波长的激发光激发８例健康白

鼠血清、５１例肝纤维化白鼠血清,得到了荧光光谱.
通过荧光光谱可以发现:用５１４．５nm光激发血清产

生的荧光光谱主要呈单峰结构,峰位在５６２nm附

近,I５２０/I６２０的相对比值有增大的趋势,但差异不

大;直接用４８８nm光激发健康白鼠血清产生的荧

光光谱的谱峰在５５２．２６nm附近,肝纤维化小鼠血

清的荧光光谱谱峰在５４７nm附近,相比前者出现

了５nm左右的蓝移.I５００/I６２０的平均值随肝纤维化

程度的增加略有增大,但增大的程度不明显.用

４７６．５nm光激发照射５min后,相对强度I４９０/I６００
增大,且随肝纤维化程度的增加有增大的趋势.在
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某些波长激发光的激发下,肝纤维化程度不同时期

的白鼠血清的荧光光谱存在差异,但差异很小.所

以该小组在荧光导数分析方法的基础上发展了白鼠

血清荧光光谱的二阶导数光谱,对血清荧光光谱作

二阶导数处理后,能够在很大程度上区分肝纤维化

血清和健康血清.目前,诊断肝纤维化多用肝穿刺

的方法,这种办法会给病人带来痛苦.因此,通过分

析肝纤维化的荧光光谱可对肝病变的诊断提供有价

值的参考意见.
基于两种或者两种以上的光学技术进行检测是

未来的检测趋势.以上所述的检测技术的对象各不

相同,两种或者两种以上的光学检测能够提高准确

率,例如:Lin等[５７Ｇ５８]完成了FRET荧光成像和荧光

光谱同时检测的任务,搭建了具有三种模式探测通

道的检测系统,该系统可实现对单个细胞进行实时

动态显微成像和光谱探测;周延玲等[５９]将复合粒子

辅助荧光和SERS信号提取用于细胞的成像研究,
将增强拉曼光谱技术与荧光成像技术结合,充分发

挥两种技术各自的优点,提高诊断特异性与灵敏度.
目前已有文献利用各种光学技术描述了肝纤维化,
本文综述了它们在肝纤维化领域的研究(图９),但
在肝纤维化的高度动态、长时程、多细胞参与交互的

形成过程中,研究者们对肝纤维化的认识还只是冰

山一角.

图９ 肝纤维化与光学技术的联系

Fig敭９ Relationshipbetweenliverfibrosisandopticaltechnologies

４　结束语

肝癌是一种死亡率很高的癌症,每年的新发病

例在２０万左右.肝脏疾病是一种常见的、危害性极

大的疾病,早期症状一般不明显,大多数患者就诊时

已经到了中晚期,因此,肝纤维化的诊断是肝脏疾病

治疗的关键.无论是非线性光学显微成像技术、免
疫荧光技术、共振能量转移技术、双分子荧光互补技

术等荧光成像技术,还是漫反射光谱技术、拉曼光谱

技术等光谱分析技术,均有待人们去完善和改进.
光学技术在未来的实际临床应用中已经显示出

了良好的发展前景,具有快速、无损、检测灵敏度高、
特异性好等优点,而且还可以从分子水平上给出诊

断信息,对标记物进行实时定量观测等.然而,光学

技术在肝纤维化中的研究还处于起步阶段,仍然存

在以下不足:１)荧光探针或荧光染料容易污染或失

效,导致实验结果有误;２)仅有特殊结构的肿瘤标志

物才能与荧光团融合,限制了肿瘤蛋白的研究范围;

３)尚未建立系统的癌症光谱诊断标准,无法对测量

的光谱进行区分.随着各种光学技术的完善,以及

基础研究的不断积累,两种或多种光学技术相结合

的检测方法将不断出现,它们具有互补、精准、快速、
简便、可靠等优点,可以解决目前诊断肝纤维化中遇

到的活检缺乏时间连续性、难以进行肝纤维化形成

过程的检测以及无法评价抗纤维化药物的治疗效果

等难题,为肝纤维化的非侵入性、准确性研究发展提

供方向.但是,就结合技术而言,系统搭建比较困难

且成本较大,例如在FRET荧光成像及光谱分析系

统搭建过程中,需要解决成像和光谱同时检测、光谱

数据分析复杂以及构建荧光探针等难题,在对肝纤
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维化程度的判断中(尤其是轻/中度)存在无法定量

评估、缺乏客观的量化指标等问题.可以预见,荧光

成像和光谱分析技术将成为强有力的肝纤维化诊断

方式,例如:与单一的BiCF技术模式相比,将其与

FRET结合可以利用信号比值而非信号强度进行数

据分析,可以消除取样误差造成的信号差异;与单一

的成像模式相比,结合光谱技术能够在可见光区域

获得图像,同时获得样品的空间信息和光谱信息.
每种光谱技术所检测出来的特征反射峰不同,多种

光谱技术的结合可以避免检测出现的假阳性.因

此,两种技术的结合有望获得更加准确的评估结果,
将其应用于临床,可以在早期发现肝纤维化,改善大

众健康,造福人类.
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