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摘 要：癌症是目前人类所面对的共同难题，降低癌症死亡率的关键是实现早期诊断。荧光寿命因对

微环境的敏感性，不仅可以实现对早期癌症组织与正常组织的区分，还可以对药物治疗癌症进行监测，

因此荧光寿命成像显微技术在癌症诊断方面具有巨大的应用潜力。本文介绍了荧光寿命成像显微技

术的基本原理及检测方法，总结了内源性和外源性荧光团的特征及其与癌症诊断的关系，综述了近年

来荧光寿命成像显微技术在神经系统、呼吸系统、消化系统、生殖系统、泌尿系统、内分泌系统以及皮肤

系统等癌症诊断中的应用，讨论了荧光寿命成像显微技术在癌症诊断中的应用优势、局限性以及未来

发展趋势。

关键词：荧光寿命；荧光寿命成像；癌症诊断；内源性荧光团；外源性荧光团

中图分类号：O433；R73 文献标识码：A doi：10.3788/gzxb20215010.1017001

Application of Fluorescence Lifetime Imaging in Cancer Diagnosis
（Invited）

LIU Lixin1，2，QI Meijie1，GAO Peng1，XUE Ping3，QU Junle4
（1 School of Physics and Optoelectronic Engineering，Xidian University，Xi'an 710071，China）

（2 CAS Key Laboratory of Spectral Imaging Technology，Xi'an 710119，China）
（3 State Key Laboratory of Low-Dimensional Quantum Physics，Department of Physics，Tsinghua University，

Beijing 100084，China）
（4 Key Laboratory of Optoelectronic Devices and Systems，College of Physics and Optoelectronic Engineering，

Shenzhen University，Shenzhen，Guangdong 518060，China）

Abstract：Cancer is currently a common problem facing human beings. Early diagnosis is a key factor in
reducing cancer mortality. Due to its sensitivity to the microenvironment，fluorescence lifetime imaging
microscopy（FLIM）can not only distinguish early cancer tissues from normal tissues，but also monitor the
drug treatment of cancer. Therefore，FLIM has great application potential in cancer diagnosis. This article
introduces the basic principles and detection methods of FLIM，summarizes the endogenous and exogenous
fluorescence characteristics and their relationship with cancer. In addition，this article mainly reviews the
recent applications of FLIM in the diagnosis of cancers in the nervous system， respiratory system，

digestive system，reproductive system，urinary system，endocrine system and skin system，and discusses
the application advantages，limitations and future development trends of FLIM in cancer diagnosis.
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0 引言

癌症是目前人类所面对的共同难题。据世界卫生组织（World Health Organization，WHO）国际癌症研

究机构（International Agency for Research on Cancer，IARC）统计，2020年全球新发癌症病例 1 929万例，死

亡病例 996万例；其中中国新增癌症病例 457万例，占全球新发病例数的 23.7%，死亡病例 300万例［1］。根据

美国国立卫生研究院（National Institutes of Health，NIH）的统计分析，预计 2021年美国将有 1 898 160新增

癌症病例，其中预计死亡人数 608 570人；2011年至 2017年癌症的五年相对生存率为 67.7%［2］。可见，癌症

已经成为严重威胁世界人群健康的公共卫生问题之一。

癌症组织的共同特征是体内细胞持续分裂，并扩散到周围组织中，从而引起细胞/组织结构的变化以及

周围环境的变化。目前癌症的检查手段众多，主要有肿瘤标志物、肿瘤病理学诊断、肿瘤影像学及肿瘤内镜

诊断等，但各种手段均有其相应的局限性。大多数肿瘤标志物能检测出早期无症状肿瘤，可以作为肿瘤辅

助诊断工具应用于临床，但其缺点是缺乏足够高的灵敏度和特异性，很少被用于人群普查，且预后较差。肿

瘤病理学诊断至今被誉为肿瘤诊断的“金标准”，但其诊断结果主要依赖于病理医生的经验，有时会出现诊

断困难、暂时无法做出诊断，甚至漏诊或误诊的情况。肿瘤影像学主要有电子计算机断层扫描检查

（Computed Tomography，CT）、磁共振检查、超声成像和放射性核素显像。CT易形成伪影，若患者对含碘

的对比剂过敏，可能造成严重后果；核磁共振对于含少量氢质子的组织（骨骼、钙化灶）等结构显示不佳，扫

描时间长、空间分辨率低、扫描范围受限；超声成像具有实时性，诊断准确率依赖于操作者；放射性核素显像

对较小病灶显示能力弱、存在一定辐射危害。肿瘤内镜诊断利于直视病变、发现早期恶性肿瘤、评价肿瘤的

分期以及引导微创治疗，但只能对内镜可到达的腔道进行诊断或协助诊断［3］。

自从 20世纪以来，荧光显微技术得到了飞速的发展。荧光显微镜凭借其空间分辨率高、对样品损伤小、

成像速度快等优点，成为生物医学领域研究的重要工具，例如共聚焦显微技术［4-5］、双光子显微技术［6-7］、超分

辨显微技术［8-10］等。荧光具有多参量特性，其中荧光寿命不易受激发光强度、荧光团浓度、光漂白等因素的

影响，而且对荧光团所处微环境的变化非常敏感，能够为许多物理、生物、化学参数如离子浓度、氧含量、折

射率、pH值等提供信息［11-12］。荧光寿命成像显微技术（Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy，FLIM）同

时具有较高的时空分辨率、灵敏度和特异性，在癌症诊断、肿瘤检测中具有巨大的应用潜力。

本文主要介绍 FLIM在癌症诊断研究中的应用。介绍了 FLIM的基本原理及测量方法，总结了内源性

和外源性荧光团的特征及其与癌症的关系，重点综述了近年来 FLIM在神经系统、呼吸系统、消化系统、生殖

系统、泌尿系统、内分泌系统以及皮肤系统等癌症诊断中的应用，讨论了 FLIM应用于癌症诊断的优势和目

前存在的问题，并对 FLIM应用的未来发展趋势进行展望。旨在为从事荧光显微技术和生物医学交叉研究

的科研人员提供有益参考和新的思路，推进 FLIM在生命科学研究中的深入应用。

1 荧光寿命成像原理及测量方法

1.1 荧光寿命成像基本原理

荧光寿命成像显微技术结合了荧光寿命测量与荧光显微成像两种技术。物质在吸收一定波长的激发

光后由基态跃迁到激发态，后通过光化学过程返回基态时发射出比激发光波长长的光，即为荧光。荧光寿

命是指分子返回基态之前在激发态的平均停留时间，通常小于 100 ns，主要依赖于被测荧光团所处的微环境

变化。简言之，荧光寿命就是荧光由其初始强度衰减至其 1/e所消耗的时间，荧光强度衰减可以表示为［13-15］

I ( t )= I0 exp ( )- t
τ （1）

式中，t为时间，τ为荧光寿命，I（t）为 t时刻的荧光强度，I0为 t=0时刻的荧光强度。

当样品中包含多种荧光物质时，测量的荧光寿命表现为多种荧光物质寿命的叠加，这时荧光强度衰减

是多指数的，可以表示为［14］
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I ( t )= I0 ∑
i

n

αi exp ( )- t
τi

（2）

式中，αi为荧光团 i的权重因子，τi为荧光团 i的荧光寿命。

1.2 荧光寿命测量方法

目前荧光寿命的测量主要有两种方法：时域法和频域法。

1.2.1 时域法

时域法（Time Domain，TD）是利用超短脉冲激光激发样品，由荧光衰减曲线拟合得到荧光寿命，如式

（1）和（2）所示。根据探测器件的不同，时域法又可分为门控探测法、扫描相机法和时间相关单光子计数法

（Time-Correlated Single-Photon Counting，TCSPC）等。

1） 门控探测法

门控探测法是宽场荧光寿命成像中常用的检测方法，一般适用于呈单指数衰减的荧光，原理如图 1（a）
所示，利用脉冲激光激发样品产生荧光，在不同时刻选通门控光学图像增强器（Gated Optical Image
Intensifier，GOI），由电耦合器件（Charge Coupled Device，CCD）记录荧光衰减，得到不同时刻样品的荧光衰

减强度，最终计算出荧光寿命［15］

τ=( t2 - t 1 ) / ln ( I1/I2 ) （3）
理论上来讲，对于单指数荧光衰减，门控法只需探测两个时刻的荧光强度即可得到荧光寿命，所以成像速

度较快；但对于多指数荧光衰减，进行寿命分析时需要多个时间门，成像过程较为复杂，测量准确率较低［16］。

2） 扫描相机法

扫描相机的工作原理如图 1（b）所示，被测荧光信号通过狭缝（Slit，S）和透镜（Lens，L）后轰击光电阴极

图 1 荧光寿命测量方法［14，16-17］

Fig. 1 Fluorescence lifetime detection methods［14，16-17］
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（Photoelectric Cathode，PC）发射出光电子，与入射光的强度成正比。扫描电极（Scanning Electrode，SE）上

施加高电压，光电子到达的时间不同偏转角度也会不同，再经过微通道板（Microchannel Plate，MCP）被增强

后到达荧光屏（Phosphor Screen，PS），从而将坐标为（x，y）的二维强度图像（A）转换为坐标为（x，t）的一维

空间扫描图像（B）［17-18］。基于扫描相机的 FLIM具有较高的时间分辨率和灵敏度，但成像时需要沿另一个空

间维度进行扫描，因此成像速度较慢。

3）TCSPC方法

TCSPC法是 FLIM中应用最广的测量技术，是公认的荧光寿命测量的“金标准”。TCSPC法基本原理

如图 1（c）所示，脉冲激光被分为两部分，一束光作为参考光，通过光电探测器和恒比鉴别器（Constant-
Fraction Discriminator，CFD），作为“Start”信号，触发时幅转换器（Time-Amplitude Converter，TAC）开始

工作。另一束脉冲激光用于激发样品，并通过高灵敏度探测器，例如光电倍增管（Photomultiplier Tubes，
PMT）或雪崩光电二极管（Avalanche Photodiode，APD），来检测荧光，经过 CFD作为“Stop”信号使 TAC
停止工作。TAC对“Start”和“Stop”的脉冲时差进行测量，多通道分析仪（Multichannel Analyzer，MCA）
建立光子数-时间分布直方图［13-14，19］。TCSPC-FLIM通常使用共聚焦显微镜或双光子荧光显微镜来实现，

在所有 FLIM技术中具有优异的时间分辨率和最佳信噪比，但由于其逐点扫描的模式，成像速度较慢。

1.2.2 频域法
频域法（Frequency Domain，FD）又称为相位调制法，其原理如图 1（d）所示，利用角频率为 ω=2πf、振幅

调制度为 a/A的激发光来激发样品，产生的荧光与激发光的频率相同，但是振幅下降（调制度为 b/B），相位

滞后 φ。频域法测量荧光寿命的公式为［13-14］

τφ=
1
ω
tanφ （4）

τM=
1
ω

( 1/M 2 - 1 ) （5）

τ= 1
2 ( τφ+ τM ) （6）

式中，M为调制系数，且M=（b/B）/（a/A），ω为调制频率，τφ为相位寿命，τM为调制寿命。当样品为单组分

时有 τM=τφ；当样品中含有多种荧光组分时，有 τφ<τ<τM。
与时域法相比，频域法测量原理简单，对设备的要求不高，成本也相对较低。但频域法在测量多组分荧

光寿命时过程较为复杂，成像速度有所限制，且一般用于荧光强度足够强的样品中。

1.3 荧光寿命分析方法

1.3.1 解卷积与曲线拟合
在实际的 FLIM系统中，荧光是由非零宽度的激光脉冲激发，同时由具有非零宽度时间响应的测量系统

探测。将激光脉冲波形和测量系统响应合并为仪器响应函数（Instrument Response Function，IRF），实际测

得的荧光衰减曲线是 IRF与真实衰减曲线二者卷积的结果，即［20-21］

fm ( t )= ∫
τ= 0

t

f ( τ ) IRF( t- τ ) dτ （7）

式中，fm（t）为测得的荧光衰减，f（t）为真实的荧光衰减。因此只要测得荧光衰减曲线和 IRF就可以通过解卷

积求出真实的荧光衰减曲线，进而拟合出所测量样品的真实荧光寿命。

通常情况下真实的荧光衰减函数呈现指数形式，单个分子或在同一环境中的相同分子的荧光衰减函数

为单指数形式（式（1））；不同分子的混合物或同一分子在不均匀的环境中的衰减函数为多指数形式（式

（2））。进行曲线拟合分析需要进行预先假设，包括 IRF、寿命组分的数量和背景荧光等。如图 2（a）所示，对

于多组分荧光衰减拟合，通过将估计的衰减函数和 IRF拟合到实验数据来确定寿命的衰减变量（αi，τi）。χ2

表征拟合的质量，评价拟合结果与实测数据的一致性。χ2越接近 1，说明模型与实验数据的拟合程度越好。
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1.3.2 相量分析

相量分析法既可以用于时域法荧光寿命成像（Time Domain-Fluorescence Lifetime Imaging，TD-
FLIM）测量，也可以应用于频域法荧光寿命成像（Frequency Domain-Fluorescence Lifetime Imaging，FD-
FLIM）测量。测量的荧光寿命数据通过傅立叶变换（Fourier Transform，FT）转换到相量空间。在相量图

中，基于频域中衰减数据的分析，衰减函数表现为相位和幅值；对于每一个像素都定义一个相量，并以极坐

标图显示；相位作为相量的角度，调制度作为振幅，x轴（G）和 y轴（S）的坐标分别表示从 FLIM数据中提取

的相量的实部和虚部［22］。

在 FD-FLIM中，相量图（G，S）的变换具有以下关系

{G=M cosφ
S=M sinφ （8）

在TD-FLIM中，相量图（G，S）相应的坐标表示为

图 2 荧光寿命估算

Fig. 2 Fluorescence lifetime estimation
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G (ω )= ∫0
T

I ( t )⋅ cos ( nωt ) dt / ∫0
T

I ( t ) dt

S (ω )= ∫0
T

I ( t )⋅ sin ( nωt ) dt / ∫0
T

I ( t ) dt
（9）

式中，f=1/T是激光频率，n表示谐次。

对于式（2）所表示的多指数衰减过程，相量坐标表示为

ì

í

î

ïï
ïï

G= ∑
j

α jGj

S= ∑
j

α j Sj
（10）

图 2（b）显示时域法中的单/双指数衰减函数与由相位和幅度表示的频域中的相量之间的对应关系［21-23］。

可见，荧光寿命相量图有如下特征：具有相似衰减特征的像素在相量图上聚集成群；满足单指数衰减规律的

相量端点位于以（0.5，0）为圆心、半径为 0.5的半圆上；满足多指数衰减过程的相量端点则位于半圆以内，或

者说，是位于各单指数衰减组分相量端点连接组成的集合内；几个衰减分量的组合的相量是这些分量的相

量的线性组合；半圆的两端极坐标分别为（1，0）和（0，0），表示寿命为 0和∞。这些特征使相量图在荧光寿

命数据的可视化、定量分析和聚类分析方面有很大优势。

解卷积与曲线拟合和相量分析法是荧光寿命分析常用的方法。通过解卷积与曲线拟合可以得到荧光

团的寿命值及其衰减组分，但利用该方法计算真实荧光寿命值至少需要一个近似的 IRF才能从检测到的荧

光波形中得出荧光衰减参数。测量真实 IRF较为困难，目前常用 IRF计算方法为通过测得的荧光衰减数据

计算合成 IRF。此外，数据拟合前还需要对寿命组分的数量进行预先假设。相比较而言，相量分析法是一种

非拟合方法，其主要目的不是确定荧光寿命或衰减组分，而是对相量图的不同特征像素赋予不同颜色，从而

在 FLIM图中反向注释。相量分析可以直接使用相移和调制系数来分离荧光团或荧光团组分，并确定不同

荧光团组分的浓度比。近年来，人工智能技术，如机器学习和深度学习，也已经应用于提取和解释 FLIM数

据集，与传统方法相比，在成像速度和准确性方面有显著提高［24-25］。

2 内源性和外源性荧光团

根据是否是生物物质的固有发光，荧光团分为内源性荧光团和外源性荧光团。

细胞和组织中最重要的内源性荧光团有：还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（Nicotinamide Adenine
Dinucleotide（Phosphate），NAD（P）H）、黄素腺嘌呤二核苷酸（Flavin Adenine Dinucleotide，FAD）、氨基酸

和蛋白质等［21］。由内源性荧光团所发荧光通常称为自体荧光。1924年，POLICARD A最早报道了自体荧

光与癌症的关系［26］；之后的几十年，自体荧光检测与显微成像技术相结合用于人体或动物的癌变组织的鉴

别，并取得了许多成果。利用内源性荧光团进行 FLIM成像的优点是：不需要对组织或细胞进行复杂的染色

程序，也不需要在体内使用荧光试剂，成像较为方便。由于一般生物体内存在多种荧光团，因此衰减函数为

多指数形式，每个分量都反映单个荧光团的贡献。为了简化成像，对激发和发射波长进行选择可以有效避

免对不需要的荧光团进行寿命成像。

自体荧光寿命成像能够应用于癌症诊断，主要是由于人体内的内源性荧光团NAD（P）H和 FAD在细胞

代谢中起到了重要的作用。在正常的细胞内，葡萄糖会维持在一个相对平衡状态，但是当细胞内缺氧的时

候，葡萄糖先会转换成丙酮酸，最后转换为乳酸。癌细胞的特点是，即使氧含量正常，葡萄糖的摄取量和乳

酸的累积量也会升高，利用糖酵解来产生能量，使葡萄糖转换成为乳酸来产生腺嘌呤核苷三磷酸

（Adenosine-Triphosphate，ATP），这种现象被称为Warburg效应［27］。即当细胞发生癌变时，对于葡萄糖的

利用方式由氧化磷酸化转换为糖酵解，这一变化被认为是癌症的主要特征。当细胞的代谢状态发生改变

时，细胞内 NAD（P）H和 FAD的状态、浓度、与蛋白质结合的比率、细胞微环境的差异（含氧量，pH值等）都

会改变，从而导致 NAD（P）H和 FAD的荧光寿命变化，这为利用自体荧光 FLIM研究癌症机理和过程提供

了基础［28-29］。

外源性荧光团通常包括小分子、纳米材料和荧光蛋白，可选择的波长范围覆盖了从紫外光、可见光到近

红外光，通常比内源性荧光团具有更高的信噪比［30-31］。它们特异性地标记到样品中，可以对生物体内各种重
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要生物分子的位置、运动、功能活性及与其它分子的相互作用在亚细胞、细胞、组织和整体水平上进行观察

和检测。目前已有种类繁多的外源性荧光团，能够提供与细胞和活生物体的生理或分子过程相关的独特荧

光寿命信息［32］。其中肿瘤特异性荧光探针的 FLIM可用于肿瘤代谢成像、光动力学诊断，以及药物输送或细

胞内运输定位的监测等。

3 荧光寿命成像在癌症诊断中的应用

荧光寿命成像已经成为生物医学研究的重要工具。FLIM依赖内源性和外源性荧光团对细胞或组织进

行荧光寿命成像，能够揭示正常细胞和肿瘤细胞的代谢差异，区分正常组织与癌变组织，辅助鉴定手术边界

等［33-35］。检索科学网（Web of Science）数据库（检索格式：TS =（fluorescence lifetime imaging AND cancer）
OR TS =（fluorescence lifetime imaging AND tumor）），从 2000年以来利用 FLIM进行癌症研究的论文数量

呈逐年递增趋势，如图 3所示。本节综述了 FLIM技术在神经系统、呼吸系统、消化系统、生殖系统、泌尿系

统、内分泌系统以及皮肤系统等癌症诊断中的应用。

3.1 神经系统

人 体 的 神 经 系 统 分 为 中 枢 神 经 系 统（Central Nervous System，CNS）和 外 周 神 经 系 统（Peripheral
Nervous System，PNS），大脑和脊髓共同构成中枢神经系统。胶质瘤在脑干中形成，是最常见的中枢神经

系统癌症类型，占所有中枢神经系统癌症的 45%，且其中 60%~70%属于高度恶性类别。根据 NIH统计分

析，美国脑癌和其他神经系统癌症预计 2021年新增病例为 24 530例，预计死亡病例 18 600例；2011年至

2017年五年相对生存率为 32.6%［36］。

FLIM用于研究中枢神经系统癌症，主要通过对NAD（P）H的荧光寿命分析，实现对胶质母细胞瘤组织

与正常组织的区分以及肿瘤边界的确定。一般情况下胶质母细胞瘤的荧光寿命要长于正常组织，但由于实

验样本的处理方式不同对荧光寿命也有部分影响。2010年 SUN Y等［37］首次将内窥镜 FLIM系统用于多形

性胶质母细胞瘤（Glioblastoma Multiforme，GBM）组织的术中诊断，基于 GBM和正常脑皮层荧光寿命的差

异（1.59±0.24 ns vs. 1.28±0.04 ns），利用 FLIM在三位患者切除胶质母细胞瘤的手术过程中勾画肿瘤边

界，表明了 FLIM在脑肿瘤图像引导手术中的潜在应用。2016年 KANTELHARDT S R等［38］应用高分辨率

多光子层析成像和 FLIM检查小鼠原位胶质母细胞瘤，并且首次在神经外科手术中对人胶质母细胞瘤进行

成像，在小鼠模型中胶质瘤细胞的荧光寿命为 1 400 ps，邻近的大脑白质荧光寿命为 1 600 ps，选择平均荧光

为 1 500 ps的阈值可以对肿瘤与正常组织进行较好地分划。2017年 LIN D等［39］利用 FLIM和尺度不变特征

转换（Scale-Invariant Feature Transform，SIFT）算法开发了一种胶质母细胞瘤术中边缘评估的新技术，该

技术主要是对苏木精-伊红（Hematoxylin-Eosin，H&E）染色的细胞外基质切片进行 FLIM成像，并对其进

图 3 利用 FLIM进行癌症研究的论文数量

Fig. 3 The number of papers which focus on FLIM used in cancer research
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行 SIFT分析，实现胶质母细胞瘤边缘区分，以改善手术切除的脑标本切片的边缘评估。2018年 POULON
F等［40］利用双光子显微系统从光谱分析和荧光寿命成像中获得定量参数，构建了一个肿瘤边界评分系统，主

要用于区分正常组织和胶质母细胞瘤或转移瘤，灵敏度为 100%，特异性为 50%。通过对脑组织的对照样

本、转移样本和 GBM样本的 FLIM图像及平均荧光寿命分布进行分析，可知对照样本平均寿命分布的半峰

全宽（Full Width at Half Maxima，FWHM）最宽，GBM样本的平均寿命分布的 FWHM最窄；转移样本的最

大平均寿命最短（0.734 4 ns），其次为GBM样本（1.47 ns），对照样本的最大平均寿命最长（1.78 ns）。2019年
SHIRMANOVA M V等［41］利用 FLIM技术在宏观尺度研究了神经胶质细胞瘤的代谢，通过对NAD（P）H的

荧光寿命进行分析，证明间变性星形细胞瘤和胶质母细胞瘤之间的细胞代谢不同，肿瘤组织与正常组织的

细 胞 代 谢 也 不 相 同 。 2020 年 SCHROEDER A B 等［42］利 用 FLIM 技 术 研 究 胶 质 母 细 胞 瘤 干 细 胞

（Glioblastoma Stem Cells，GSCs）和GBM组织中的NADH寿命。实验表明：相比于正常的脑组织，GBM的

NADH平均寿命（τm）和结合 NADH数量（α2%）增加（τm：1 021.73±40.06 ps vs. 1 117.39±106.83 ps；α2%：

30.0±1.5% vs. 33.0±3.6%），这与耗氧量（Oxygen Consumption Rate，OCR）的增加一致，如图 4所示；同时

侵袭性较小的肿瘤 NADH 的平均荧光寿命比侵袭性较高的肿瘤更长（949.83±198.48 ps vs. 883.81±
136.99 ps）。

3.2 呼吸系统

呼吸系统常见癌症有鼻咽癌、喉癌和肺癌。根据NIH统计分析，美国呼吸系统癌症 2021年预计新增病

例 235 760例，占所有癌症病例的 12.4%，预计死亡病例 131 880例，占所有死亡病例的 21.7%；2011年至

2017年五年相对生存率为 21.7%［43］。

肺癌及支气管癌为美国第二大癌症类型。 2013年 BASUKI J S等［44］设计的氧化铁纳米颗粒（Iron
Oxide Nanoparticles，IONPS）能够通过亚胺键实现对阿霉素（Doxorubicin，DOX）的附着，并首次利用

TCSPC-FLIM测定肺癌细胞（H1299）培养液中加入游离 DOX和 IONP@P（HBA）-b-P（OEGA）+DOX后

的荧光寿命，游离 DOX和结合 IONPS的 DOX的寿命分别为~1 ns和~4.6 ns。根据荧光寿命的不同 FLIM
可以对体外释放 DOX进行检测。2017年WANG M等［45］利用 FLIM观察人肺癌细胞的自发荧光，从而区分

癌变和正常的组织或细胞。实验结果表明，肺癌组织中NADH和 FAD的寿命减少，因此肺癌组织的荧光寿

命始终低于正常组织的荧光寿命，最终确定 1.92 ns为肿瘤组织与正常组织的区分阈值，利用该阈值对肺癌

进行诊断的灵敏度与特异性分别为 92.9%和 92.3%。2020年 AWASTHI K等［46］利用 FLIM对非小细胞肺

癌和正常肺细胞的NADH和 FAD的荧光寿命进行研究。实验样本为人肺癌细胞（H661）、人肺癌上皮细胞

（A549）和正常肺细胞（MRC-5）。实验结果如图 5所示，肺癌细胞中NADH和 FAD的平均荧光寿命比正常

细胞短（NADH寿命：MRC-5：0.97±0.05 ns，H661：0.69±0.05 ns，A549：0.68±0.05 ns；FAD寿命：MRC-
5：0.87±0.06 ns，H661：0.58±0.04 ns，A549：0.66±0.06 ns）。因此 FLIM可以作为检测癌变分期和肿瘤进

展的一种方法。

图 4 与NSCs相比，22 GSC活细胞的OCR增加，相应的NADH平均寿命（τm）和结合NADH数量（α2%）增加［42］

Fig. 4 Live 22 GSC cells have increased OCR and corresponding increased mean NADH lifetimes（τm）and increased amount of
bound NADH（α2%）compared with NSCs［42］



刘立新，等：荧光寿命成像在癌症诊断研究中的应用（特邀）

1017001⁃9

鼻咽癌是呼吸系统的另一种常见癌症。2014年 CHEN M等［47］研究离体人体鼻咽正常组织和癌变组织

的荧光寿命，并利用线性判别式对癌变组织和正常组织进行分类，结果表明激发波长 300 nm、发射波长 330 nm
处鼻咽癌组织的荧光寿命大于正常组织（3.48±0.27 ns vs. 2.36±0.37 ns），以 3.07 ns作为分类阈值准确率为

96.15%，特异性为 100%，灵敏度为 93.3%。 2016年 WANG H等［48］利用 FLIM 研究光学纳米探针（Au/
Gd@MCM-41）对鼻咽癌细胞（CNE-2）的光学敏感性。分别使用波长 400 nm和 758 nm的激光激发，获得

CNE-2和正常鼻咽细胞（NP69）的寿命图像。结果表明，Ga3+对 AuNPs的上转换发光寿命有重要的影响，

CNE-2细胞在吸收Au/Gd@MCM-41后，从内源性荧光团向AuNPs的能量转移增强可能会导致 CNE-2中
AuNPs的荧光寿命更长。Au/Gd@MCM-41对 CNE-2细胞有优异的光学敏感性和无毒性，成为早期鼻咽

癌诊断的理想探针。

3.3 消化系统

消化系统由消化道和消化腺组成。消化道主要组成器官包括口腔、咽、食管、胃、小肠和大肠等。消化

腺分为大消化腺和小消化腺，小消化腺散在消化管各部的管壁内，大消化腺有唾液腺、肝脏和胰脏。

3.3.1 口腔癌
根据 NIH统计分析，美国口腔癌 2021年预计新增病例 54 010例，占所有新增癌症病例的 2.8%，预计死

亡病例 10 850例，占所有癌症死亡病例的 1.8%；2011年至 2017年五年相对生存率为 66.9%［49］。

FLIM技术在口腔癌研究方面已经有很广泛的应用。2009年 SUN Y［50］建立了一台内窥镜 FLIM系统

用于口腔癌的研究。实验样本为金黄地鼠，癌变区域平均荧光寿命为 1.77±0.26 ns，相比正常区域平均荧光

寿命 2.50±0.36 ns低 29%，表明荧光寿命可以为区分口腔癌病变区域与正常组织提供一种有效方法。2010
年 JO J A等［51］首次将光学相干层析成像（Optical Coherence Tomography，OCT）与 FLIM整合到一个光学

系统，应用于仓鼠颊囊的口腔癌模型，同时获取仓鼠颊囊内鳞状细胞癌的 OCT图像和 FLIM图像进行口腔

癌的形态学和生化表征。由 OCT图像可以看出，癌变组织的上皮层变厚和层状结构损失；由 FLIM图像可

以看出，癌变组织的荧光寿命主要由NADH和 FAD表征而胶原蛋白含量减少；二者均可用于区分正常和癌

变 组 织 。 2014 年 CHENG S［52］首 次 建 立 了 台 式 多 光 谱 FLIM 系 统 ，通 过 2，2-二 羟 甲 基 丁 酸（2，2-
Dimethylolbutanoic Acid，DMBA）诱导口腔发生癌变并对癌变部位进行成像，在不同的激发波长下测得样

本的荧光强度和荧光寿命，实验结果显示，正常组织的光谱分辨荧光寿命为 5.61±0.13 ns @ λem=390 nm，

图 5 MRC-5，H661，A549细胞明场图像及细胞中NADH和 FAD的荧光强度和寿命图像［46］

Fig. 5 The bright field images，NADH and FAD fluorescence intensity distributions and fluorescence lifetime images in MRC5，
H661 and A549［46］
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4.06±0.25 ns @ λem=452 nm，4.22 ± 0.29 ns @ λem>500 nm；癌变组织的光谱分辨荧光寿命为 5.34±0.14 ns
@ λem=390 nm，2.62±0.79 ns @ λem=452 nm，5.62±1.27 ns @ λem>500 nm；这表明台式多光谱 FLIM系统

可以更敏感、更客观地指导口腔癌及癌前病变的活检。2016年 PANDE P等［53］利用 FLIM与OCT多模态系

统获得口腔癌的定量的生物化学和形态学特征，并根据这些特征进行统计分类，最终基于 FLIM和 OCT组

合特征的分类准确率为 87.4%，高于仅依靠 FLIM数据（83.2%）或OCT数据（81.0%）分类结果，且提供了高

的灵敏度和特异性。2019年，WEYERS B W等［54］将 FLIM系统与达芬奇机器人手术平台相集成，应用于外

科手术中的癌变组织边缘成像，证明 FLIM提供的参数可以将癌变组织与正常组织做出区分，展示了 FLIM
技术作为口腔癌临床诊断工具的潜力。2020年 DURAN-SIERRA E等［55］首次使用宽场多光谱 FLIM内窥

镜对呈现癌前或癌性口腔病变的患者的口腔进行成像。利用 355 nm的激光进行激发，通过选择不同的发射

光谱带分别对胶原蛋白、NADH和 FAD进行荧光寿命成像，结果表明：与健康口腔组织相比，癌前和癌性口

腔病变组织的平均荧光寿命明显较短，归一化荧光强度明显增加。图 6为某患者的舌鳞状细胞癌

（Squamous-Cell Carcinoma，SCC）组织和正常组织的 FLIM图像，每组成对 FLIM特征图的像素分布都反

映了癌前/癌变组织与正常组织的每个 FLIM特征的图像中值分布的统计差异。同年，MARSDEN M等［56］

对接受口腔癌或咽癌切除术的患者的样本进行 FLIM成像，基于 FLIM的各种参数集和分类器（支持向量

机，随机森林和卷积神经网络）对健康组织和癌变组织进行区分，显示了 FLIM未来用于临床上手术边缘评

估的潜力。

3.3.2 胃癌

根据 NIH统计分析，美国胃癌 2021年预计新增病例 26 560例，占新增癌症病例的 1.4%，预计死亡病例

11 180例，占癌症死亡病例 1.8%；2011年至 2017年五年相对生存率为 32.4%［57］。

2010年MCGINTY J等［58］利用宽场 FLIM系统在 355 nm脉冲激光激发下，对胃肠道多个器官的癌变组

织进行自体荧光寿命成像。其中胃中分化肠型腺癌组织的平均荧光寿命（2 950 ps），相比于正常胃组织的

平均荧光寿命（2 510 ps）更长。 2018年 LI X 等［59］利用多光子荧光寿命显微镜研究慢性糜烂性胃炎

（Chronic Gastritis with Erosion，CG-E），慢 性 胃 炎 伴 肠 上 皮 化 生（Chronic Gastritis with Intestinal
Metaplasia，CG-IM）和肠胃型腺癌（Intestinal-Type Adenocarcinoma，ITA）。正常组织和患病组织的荧光

寿命编码 3D结构如图 7所示。上皮通常呈现从黄色到绿色（~0.8~1.6 ns）的荧光寿命，这归因于线粒体

NADH和少量溶酶体 FAD。粘膜表面（0 µm）的荧光寿命正常组织比癌变组织长，表明在胃癌发生过程中

上皮的代谢变化；而间质组织中的一些炎症细胞显示为橙色（图 7（a）~（d）中的后两行），主要归因于相对于

上皮细胞游离NADH与结合NADH的比率增加，部分归因于磷脂。总的来说，荧光寿命编码图像揭示了多

个样本和不同细胞类型的亚细胞分辨代谢差异。

图 6 同一患者的鳞状细胞癌和正常舌组织的多光谱 FLIM特征图，以及正常舌组织和舌 SSC组织每个特征的像素分布［55］

Fig. 6 Multispectral FLIM feature maps of SCC and normal tongue tissue from the same patient，pixel distributions of normal
and SCC maps for each feature are also compared［55］
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3.3.3 结肠癌
根据 NIH统计分析，美国 2021年结肠癌预计新增病例 149 500例，占新增癌症的 7.9%，预计死亡病例

52 980例，占癌症死亡病例 8.7%；2011年至 2017年五年相对生存率为 64.7%［60］。

2010年MCGINTY J等［58］在 355 nm的激光激发下发现结肠癌组织和健康结肠组织的荧光寿命具有统

计学意义。实验结果为：结肠癌组织的平均荧光寿命（3 730 ps），相比于正常结肠组织的平均荧光寿命

（3 150 ps）更长，如图 8所示。2014年 PATE K T等［61］利用荧光寿命相量法研究癌细胞代谢，证明了相量偏

移和代谢变化之间的关系，并评估了阻断Wnt靶基因激活对游离 NADH与结合 NADH之比的影响。实验

结果表明，经氰化钾处理后，相量分布向纯游离 NADH位置靠近，表明线粒体释放 NADH，NADH的游离/
结合比增加；结肠癌细胞中Wnt信号的阻断导致NADH的游离/结合比率降低，表明糖酵解减少。

此外，FLIM还研究肝癌、胰腺癌等组织与正常组织的自体荧光寿命差异，用于辅助肿瘤边界鉴别［58］；研究

正常人鳞状食管上皮细胞和巴特雷食管癌细胞的代谢功能，用于食道癌诊断［62］；以及对活体小鼠肝脏（正常、

纤维化、脂肪性变性、肝细胞癌以及缺血再灌注损伤）进行系统且全面的实时成像，用于肝脏疾病诊断［63］。

图 7 不同深度处正常和胃病患者的胃窦粘膜荧光寿命编码图像［59］

Fig. 7 Fluorescence lifetime-coded 3D structures of the normal and diseased human gastric antrum mucosa［59］
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3.4 生殖系统

生殖系统分为男性生殖系统和女性生殖系统。女性生殖系统最常见的患癌部位是卵巢、子宫内膜和子

宫颈；男性生殖系统患癌风险最高的部位为前列腺。

3.4.1 宫颈癌和卵巢癌

根据 NIH统计分析，美国预计 2021年宫颈癌新增病例 66 570例，占所有新增癌症病例的 3.5%，预计死

亡病例 12 940例，占所有死亡病例的 2.1%；2011年至 2017年五年相对生存率为 81.1%［64］。

2016年WANG Y L等［65］对无标记的宫颈组织进行 FLIM研究，实验中主要对正常组织、宫颈癌前病变

（Cervical Intraepithelial Neoplasia，CIN）及宫颈癌组织进行荧光寿命成像，结果显示三类样本具有不同的荧

光寿命范围以及平均荧光寿命；可以在 1 600 ps处绘制标准线，用以区分正常组织与癌前及癌组织（正常组

织荧光寿命<1 600 ps，癌前及癌组织荧光寿命>1 600 ps）；实验灵敏度和特异性分别为 100%和 90%。

2020年WANG X等［66］通过荧光寿命成像和相量分析的方法，区分 CIN的不同级别。图 9显示了正常组织、

轻度鳞状上皮内病变组织（CIN1）和重度不典型增生组织（CIN3）的 FLIM图像及相量图。可见，正常宫颈

组织的 FLIM图像显示清晰的上皮细胞层结构和基底细胞边界；CIN1的 FLIM图像显示约 1/3的上皮有轻

度不典型增生，伴有异常细胞；CIN3的 FLIM图像显示，不规则形状的细胞从基底层边界逐渐侵入表皮，细

胞更密、更无序。统计 24位患者的样本，从 FLIM相量中心坐标的密度图可以看出，正常组织、低风险 CIN1
和高风险 CIN2、CIN3的数据分布在图中不同位置。大多数正常和轻度鳞状上皮病变的相量中心坐标主位

于 s=0.490以上，而中度不典型增生（CIN2）和重度不典型增生（CIN3）的相量中心坐标主要位于 s=0.490以
下，设定阈值 s=0.490的直线可用于区分宫颈组织中不典型增生的严重程度。因此 FLIM相量分析可作为

诊断宫颈组织高度癌前病变的有效方法。

除宫颈癌外，卵巢癌也是女性生殖系统中发病率较高的癌症类型。2014年，NAKAJIMA T等［67］建立了

卵巢癌腹膜转移小鼠模型，利用荧光探针GSA-RhodG在卵巢癌组织处积聚的特点，通过活体荧光寿命成像

检测腹膜卵巢癌，实验发现癌变组织（GSA-RhodG荧光）的荧光寿命长于正常组织（主要是胶原蛋白的自体

图 8 中度分化结肠癌标本的明场图像、荧光强度图像、强度加权 FLIM图像和寿命分布直方图［58］

Fig. 8 White light image，fluorescence integrated intensity image，intensity-weighted FLIM images and lifetime distribution
histograms of a fresh hemicolectomy specimen containing a moderately differentiated colonic adenocarcinoma［58］
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荧光），2.87 ns可作为区分阈值；此外，GSA-RhodG的荧光寿命不受血性腹水的影响。因此以 GSA-RhodG
为探针的 FLIM可用于检测血性腹水中不可见的腹膜卵巢肿瘤。2018年 SUARASAN S等［68］利用双光子

FLIM技术评估了不同形状的明胶包覆的金纳米颗粒（AuNPs）作为造影剂对卵巢癌细胞（NIH：OVCAR-
3）成像的能力，结果显示AuNPs能够在卵巢细胞内内化并聚集在细胞质区域，在近红外光照射下AuNPs具
有明显而稳定的荧光发射，将其寿命作为参数，证明了AuNPs作为近红外成像分析的荧光标记物的可行性。

3.4.2 前列腺癌

男性生殖器癌症中前列腺发病率最高。据NIH统计分析，前列腺癌（Prostate Cancer，PCa）在美国常见

癌症类型中排第 3位，预计 2021年新增前列腺癌病例 248 530例，占所有新增癌症病例的 13.1%，预计新增

死亡病例 34 130例，占所有死亡病例的 5.6%；2011至 2017年五年相对生存率为 97.5%［69］。

FLIM技术为药物治疗前列腺癌提供一种新的观察方法。2016年 O’MELIA M J等［70］将 FLIM应用于

表征 PCa细胞对葡萄糖刺激和 DOX治疗的反应。通过跟踪 NAD（P）H的占比（α2%）、NADH/NAD（P）H
的比率以及色氨酸（Tryptophan，Trp）的能量转移率（E%），可以区分葡萄糖刺激和DOX在前列腺细胞中的

作用。2017年 ALAM S R等［71］利用 FLIM研究药物 DOX对 PCa细胞线粒体的代谢影响，患者在服用 DOX
后，NADH平均荧光寿命（τmean）和酶结合率（α1%）增加，FAD酶结合率（α1%）降低，膜氧化还原比（NADH-

α2%/FAD-α1%）和活性氧增加，进而诱导细胞凋亡。可见，DOX治疗后的线粒体氧化应激反应增加，对细

胞的凋亡有诱导作用，表明 FLIM有能力在DOX诱导 PCa细胞凋亡前检测到与线粒体活性正相关的早期分

子变化。

3.5 泌尿系统

泌尿系统主要由肾脏、输尿管、膀胱及尿道组成。根据 NIH统计分析，膀胱癌在美国常见癌症中排第 6
位，预计 2021年新增膀胱癌患者 83 730例，占所有新增癌症病例的 4.4%，预计死亡病例 17 200例，占所有死

亡病例的 2.8%；2011至 2017年五年相对生存率为 77.1%［72］。

2018年 PRADÈRE B等［73］将双光子荧光、二次谐波显微镜、光谱分析和 FLIM结合，用于尿路上皮癌病

理特征识别和肿瘤分级。由图 10可以看出正常细胞、低级别肿瘤和高级别肿瘤细胞的结构及荧光寿命，高

级别肿瘤细胞的平均荧光寿命长于低级别肿瘤细胞，均长于正常细胞。对每种组织的 15个感兴趣区域的荧

图 9 正常宫颈组织样本、CIN1样本和 CIN3样本的 FLIM图像、相量图和相量中心坐标密度图［66］

Fig. 9 FLIM images，phasor FLIM plot and the density graphic of the central coordinates of phasor FLIM of a normal cervical
tissue sample，a CIN1 sample，and a CIN3 sample［66］
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光衰减进行双指数拟合，所得振幅寿命显示正常细胞、低级别和高级别尿路上皮癌之间存在显著差异：正常

vs.低级别（p=0.002）、正常 vs.高级别（p<0.001）、高级别 vs.低级别（p<0.001）。癌变组织与正常组织具有

不同的代谢机制，从而影响 NADH和 FAD荧光寿命。2020年 SUAREZ-IBARROLA R等［74］基于 TCSPC-
FLIM技术分析了正常细胞和尿路上皮癌细胞的 NAD（P）H和 FAD寿命图像。表明利用 NAD（P）H和

FAD图像中的平均荧光寿命分布、振幅加权寿命（τmean）和快速衰减分量（α1）可以对正常尿路上皮细胞、低级

别和高级别尿路上皮癌细胞进行区分。

3.6 内分泌系统

乳腺癌为美国第一大常见癌症类型，同时也是美国第四大癌症死亡原因。根据 NIH统计分析，美国乳

腺癌 2021年预计新增病例 281 550例，占所有癌症病例的 14.8%，预计死亡病例 43 600例，占所有死亡病例

的 7.2%；2011年至 2017年五年相对生存率为 90.3%［75］。

2013年 DAMAYANTI N P等［76］基于 FLIM技术对不同阶段乳腺癌细胞的 FAD进行荧光寿命成像，将

荧光寿命与主成分分析和弹性网络分析算法相结合，根据平均寿命值对乳腺癌细胞的不同阶段进行分类，

准确率为 100%。2017年 PHIPPS J E等［77］建立了乳腺癌 FLIM数据库和支持向量机分类算法，可以自动检

测癌变、纤维化和脂肪乳腺组织，准确率>97%，表明该技术具有评估乳腺癌边缘的巨大潜力。2018年
ZHOU T等［78］合成了一种在生理 pH下稳定，但在弱酸性条件下有效释放 DOX的聚合物纳米粒子 PAH-

Cit/DOX。实验以乳腺癌细胞（MCF-7）为研究对象，FLIM相量分析如图 11所示，在将 PAHCit/DOX纳米

粒子与MCF-7细胞孵育 6 h后，部分 DOX已经进入细胞核，其寿命比细胞质中的短。在相量图中，DOX的

荧光寿命被分成四段，分别对应 FLIM图像中的细胞膜、细胞质、核膜和细胞核，平均寿命分别为 4.46、3.16、

图 10 在 870 nm激发波长下的健康组织、低级别肿瘤组织和高级别肿瘤细胞的荧光寿命图像、平均寿命直方图和平均振幅寿

命［73］

Fig. 10 Fluorescence Lifetime images，respective average lifetime histogram and variation of mean amplitude lifetime of healthy，
low grade and high grade tumor cells at 870 nm excitation wavelength［73］
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2.34和 1.52 ns。表明 FLIM的相量分析可以将MCF-7细胞分为细胞膜、细胞质、细胞核膜和细胞核，并对细

胞环境中 DOX荧光寿命的动态变化进行检测。2020年 RIPOLL C等［79］使用 FLIM准确测量乳腺癌细胞中

线粒体的 pH值（pHm），通过QD-SS20-MPA纳米传感器获得 FLIM图像，该传感器被整合到不同乳腺癌细

胞系（MCF7、MDA-MB-231和MDA-MB-46）的线粒体中，然后将荧光寿命值转换成 pH值，图 12显示实验

测得的线粒体 pH。

图 11 PAH-Cit / DOX作用 6 h后MCF-7细胞的 FLIM相量分析［78］

Fig. 11 Phasor-FLIM analysis of MCF-7 cells after incubation with PAH-Cit/DOX for 6 h［78］
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3.7 皮肤系统

皮肤癌包括鳞状细胞癌（Squamous-Cell Carcinoma，SCC）、基底细胞癌（Basal Cell Carcinoma，BCC）、

恶性黑色素瘤（Malignant Melanoma，MM）、恶性淋巴瘤、汗腺癌、隆突性皮肤纤维肉瘤、血管肉瘤等。

3.7.1 恶性黑色素瘤

黑色素瘤位于美国常见癌症第五位。根据 NIH统计分析，美国黑色素瘤 2021年预计新增病例 106 110
例，预计死亡病例 7 180人；2011年至 2017年五年相对生存率为 93.3%［80］。

2013年 SEIDENARI S等［81］利用多光子层析成像（Multiphoton Laser Tomography，MPT）与 FLIM相结

合对MM进行研究，比较了健康皮肤、黑色素细胞病变和基底细胞癌的荧光寿命差异，研究了MM不同深度

处的荧光寿命成像及非典型大短寿命细胞的变化等。结果表明，MM的特征是存在非典型的短寿命细胞和

结构紊乱，而痣则表现为典型的细胞和规则的组织结构；利用MPT/FLIM对MM诊断的灵敏度和特异性分

别达到 100%和 98%。 2014年 PIRES L等［82］通过评估 NADH和 FAD分子的时间分辨荧光寿命来探测

MM，对使用细胞系 B16F10诱导建立的 42个 balb/c裸鼠MM模型进行了研究。根据荧光寿命的差异对正

常组织和MM进行区分，实验灵敏度、特异性和准确率分别为 99.4%、97.4%和 98.4%。2017年 PASTORE
M N等［83］将多光子显微与 FLIM相结合，对细胞内NADH的游离/结合比率进行成像，研究同基因MM小鼠

模型，检测单个表皮细胞代谢状态的变化，作为监测肿瘤生长进程的代谢标志物。实验表明随着MM的生

长，NADH的游离/结合比率显著增加，同时NADH的短寿命和长寿命成分保持不变。

3.7.2 鳞状细胞癌

SCC又称为鳞癌或表皮癌，是发生于表皮或附属器细胞的一种恶性肿瘤。2010年MARTÍN-VILLAR
E等［84］利用 FLIM技术研究了 SCC细胞内跨膜糖蛋白 Podoplanin（供体，eGPF标记）和 CD44蛋白（受体，

mRFP标记）之间的荧光共振能量转移，证明了 Podoplanin-CD44s的相互作用与具有迁移表型的细胞质膜

相关，且对驱动恶性肿瘤细胞迁移产生影响。2015年MILLER C R等［85］使用双通道 FLIM来量化高表达和

低表达HER-2的 SCC细胞系（SCC-74B和 SCC-74A）内部和之间的代谢变化，代谢状态的改变引起荧光寿

命分布和荧光强度发生变化，可用于对 SCC-74B和 SCC-74A进行区分。2017年MILLER J P等［86］利用

FLIM技术研究小鼠的 SCC组织与正常皮肤组织的自体荧光寿命，实验结果如图 13所示，对 FLIM图像中

每个区域的荧光强度衰减的分析表明肿瘤组织与正常组织的平均荧光寿命的长寿命组分没有差异，短寿命

组分表现出差异（肿瘤组织：0.57±0.026 ns；正常组织：0.61±0.021 ns），且越靠近肿瘤中心寿命越短；根据

长/短寿命组分的像素直方图，可见肿瘤和正常皮肤具有相同的长寿命组分分布，而短寿命组分分布有明显

差异；受试者工作特征（Receiver Operating Characteristic，ROC）曲线显示使用不同的短寿命阈值鉴别肿瘤

时，灵敏度总是高于特异性。

图 12 MCF7，MDA-MB-231和MDA-MB-468乳腺癌细胞系线粒体内QD-SS20-MPA纳米传感器的 pH图像和相应的 pH
分布［79］

Fig. 12 Representative pHm images and the corresponding pHm distributions obtained from the PL lifetime of QD-SS20-MPA
nanosensors incorporated into the mitochondria of MCF7，MDA-MB-231 and MDA-MB-468［79］
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3.7.3 基底细胞癌
BCC是皮肤恶性肿瘤的常见类型之一，约占皮肤恶性肿瘤常见组织类型的 60%。2011年 PATALAY R

等［87］利用多光子层析成像和荧光寿命成像对良性增生痣（Dysplastic Nevi，DN）和恶性结节性基底细胞癌

（nodular Basal Cell Carcinomas，nBCC）进行研究。使用 760 nm激发并在两个光谱通道探测，nBCC和 DN
的平均荧光寿命分别为 2.79 ns和 2.52 ns（300~500 nm通道）以及 2.08 ns和 1.33 ns（500~640 nm通道），显

示出多光子 FLIM技术在诊断常见皮肤肿瘤方面具有巨大的潜力。2012年 SEIDENARI S等［88］评估多光子

层析成像和 FLIM描述符对 BCC的灵敏度和特异性，以提高 BCC的诊断和肿瘤边缘的识别。通过对不同

组织的荧光寿命进行统计分析，最终表明利用形态学和数字特征可以将 BCC与其他皮肤病及健康皮肤进行

区分。2017年 LUO T等［89］使用双光子 FLIM及相量分析来区分 BCC、光化性角化病（Actinic Keratosis，
AK）和鲍温病（Bowen's Disease，BD）。实验首次测量了 AK、BD、BCC的三层皮肤组织（角质层（Stratum
Corneum，SC）、上皮细胞（Epithelial Cells，ECs）、结缔组织（Connective Tissue，CT））的平均荧光寿命，并利

用 FLIM相量法将这三层区分开，表明 FLIM相量分析可以为组织病理学研究提供一种简便直接的方法，显

著提高明场 H&E诊断的准确性。在该工作［89］的基础上，2019年 CHEN B等［90］将 FLIM与支持向量机算法

结合，建立以荧光寿命特征和信息熵为输入参数的线性支持向量机模型（Linear Support Vector Machines，
LSVM）来区分 BCC、AK和 BD。图 14所示为 H&E染色的 AK、BD和 BCC皮肤组织切片在 SC、EC和 CT
层的 FLIM图像和平均寿命分布直方图。结果显示，每种病变类型中各层的荧光寿命分布不同，同一层中不

同病变类型根据荧光寿命分布可进行区分；BD组织在所有层都具有较长的平均寿命（τm）值，AK组织次之，

BCC组织最短，因此 τm可以作为鉴定皮肤病变的理想特征。此外，进行荧光寿命分析时采用三指数函数进

行寿命拟合，得到三个组分寿命值（τ1<τ2<τ3）。将平均荧光寿命（τm）、中间寿命（τ2）作为 SVM特征参数，并

结合信息熵用于皮肤肿瘤疾病探测，取得了较高的灵敏度和特异性。2020年 ROMANO R A等［91］应用多光

谱 FLIM皮肤镜系统对 nBCC进行分析，在三个发射通道（390 ± 20 nm，452 ± 22 nm，>496 nm）同时测量

了三种内源性荧光团（胶原蛋白、NADH和 FAD）的荧光寿命，然后在线性判别分类器中使用自体荧光光谱

和荧光寿命特征的组合，可以识别出 nBCC病变区域，灵敏度和特异性分别为 88%和 67%；初步结果显示，

自体荧光 FLIM内窥技术在 nBCC图像引导手术中具有应用潜力。

图 13 小鼠 SCC肿瘤组织和正常组织 FLIM分析［86］

Fig. 13 FLIM analysis of mouse SCC tumor tissue and normal tissue［86］
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4 总结与展望

FLIM是一种新型的荧光成像技术，具有定量监测荧光团所处微环境变化的能力。根据不同微环境下

荧光团荧光寿命的差异，利用时域法或频域法进行荧光寿命测量与成像，FLIM技术可以实现对正常细胞/
组织与癌变细胞/组织的识别，从而实现早期癌症诊断并对癌症发展阶段进行表征，目前已经被应用于多种

癌症的检测，并取得了良好的效果。本文详细综述了 FLIM在神经系统、呼吸系统、消化系统、生殖系统、泌

尿系统、内分泌系统和皮肤系统等癌症诊断中的应用。FLIM用于癌症诊断研究的方向主要包括：1）手术

中对癌症区域切除边界进行判断和划分；2）辅助鉴别癌症的分型、分级及分期；3）结合人工智能技术对癌

症进行预测和诊断；4）检测癌症治疗药物的作用机理与观察癌细胞的药物反应。因此，FLIM技术在癌症

诊断方面有巨大的应用前景。

然而，目前 FLIM技术在癌症诊断中还存在一些局限性，尚未大量应用到临床上，主要有以下几个方面

的原因。1）硬件系统的限制。首先，FLIM技术对光源及探测器要求很高，使得系统整体成本较高；其次，

FLIM虽然可以提供微环境变化信息，但对于肿瘤生长的复杂环境而言参数单一，因此通常需要与多种成像

模式，如拉曼散射、二次谐波等相结合进行多模态成像，尽管增加了系统的复杂性，但可以提供更多互补的

功能信息，有助于提高诊断的精度；最后，若对体内腔道进行检测，还需将 FLIM与内镜（例如胃镜、十二指肠

镜和腹腔镜等）结合，将 FLIM系统接收模块改进为与光纤相连接的小型化探头。2）成像速度的限制。在进

行活体成像时，成像速度对诊断非常重要，但是受时间分辨率、光子产额、探测效率和数据分析等因素的影

响，目前 FLIM的成像速度很难满足活体成像诊断的需要。比如，若实现理想的 FLIM成像，需要达到给定

图 14 基于H&E染色切片的 FLIM相量分析使用图像分割对比AK、BD和 BCC不同特征［90］

Fig. 14 Distinction among AK，BD，and BCC using image segmentation based on a phasor plot of the fluorescence lifetime
imaging of H&E-stained sections［90］
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的信噪比，而光子产额和探测效率与图像采集时间成反比。此外，目前处理一张 FLIM图像需要几秒钟到几

分钟，进行大量数据计算则更加耗时，通过结合深度学习和人工智能有望解决成像和诊断速度的问题。3）
成像深度的限制。由于生物组织对光，尤其是可见光具有强的散射特性，导致成像深度降低。上皮组织相

比于其他组织细胞周期短、组织更新较快，发生基因突变的可能性更高，因此大多数癌症来源于上皮层，例

如 BCC，其 I 期肿瘤厚度不超过 1 mm，III 期肿瘤厚度不超过 4 mm。目前单光子成像深度只有几十 μm，双

光子成像深度为 300~500 μm，三光子成像深度达到 800~900 μm，因此未来发展多光子，尤其是三光子

FLIM活体成像技术，是解决 FLIM成像深度问题的有效方法之一。除此之外，利用近红外二区（1 000~
1 700 nm）成像，可以获得更大的组织穿透深度。4）目前医生进行癌症诊断时所执行的“金标准”仍为病理

活检。医生应用 FLIM进行诊断的经验匮乏，且 FLIM技术缺乏大量实验数据积累，对医生说服力不足，这

在一定程度上限制了 FLIM的临床应用。

展望未来，随着人们对 FLIM技术的深入研究、高灵敏度荧光探针的开发、多模态成像方法的发展，以及

人工智能技术尤其是深度学习的快速进步，FLIM所面临的问题会逐步得到解决，FLIM将对传统癌症诊断

产生巨大影响，并将获得广泛的临床应用。
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