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摘　要：光散射光谱（Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＳＳ）是一种可以实时、无创地对细胞核以及细胞器结构

进行探测的光谱技术，并且能够在细胞和亚细胞尺度上获得生物组织的结构特征。ＬＳＳ将微小粒子的光散射

特性与它们的大小、折射率和形状联系了起来。生物组织具有结构特异性，当被光照射时会产生不同角度和

偏振特性的散射光，因此可以获得有关组织宏观和微观的结构信息。这项技术在相关领域得到了深入的研

究，并被扩展到癌细胞的检测。本文首先对ＬＳＳ技术的基本原理进行了介绍，然后详细阐述了该技术在早期

癌症诊断中的研究和应用，最后，我们总结了ＬＳＳ技术的优势并对其未来的发展进行了展望。

关键词：光散射；癌症；光学诊断技术

中图分类号：Ｑ６３　　　文献标志码：Ａ　　　ｄｏｉ：１０．１３８８３／ｊ．ｉｓｓｎ１００４－５９２９．２０２２０２００１

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｉｎ　ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　ｆｉｅｌｄ

ＺＨＵ　Ｌｉａｎｇ１，ＤＯＮＧ　Ｌｉ　１，ＣＨＥＮ　Ｊｉｎ２，ＬＩ　Ｚｅｚｈｅｎ３，ＸＵ　Ｊｉａｙｕｅ１，

ＹＡＮ　Ｙａｎｌｉ　１，ＱＩＵ　Ｊｕｎ１　１，４＊，ＬＩ　Ｘｉａｏｔｉａｎ４

（１．Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｄｏｎｇｇｕａｎ５２３８０８，Ｃｈｉｎａ；

２．Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｆｏｒｅｉｇｎ　Ｓｔｕｄｉｅｓ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０４２０，Ｃｈｉｎａ；

３．Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ　Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ　Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００８０，Ｃｈｉｎａ；

４．Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｏｐｔｉｃｓ，Ｆｉｎｅ　Ｍｅｃｈａｎｉｃｓａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１３００３３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｉｓ　ａ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｗｈｉｃｈ　ｒｅｌａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｓｃａｔ－
ｔｅｒｉｎｇ　ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｉｎｙ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅｉｒ　ｓｉｚｅ，ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ　ｉｎｄｅｘ　ａｎｄ　ｓｈａｐｅ．ＬＳＳ　ａｌｌｏ－
ｗｉｎｇ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ，ｎｏｎ－ｉｎｖａｓｉｖｅ　ｐｒｏｂｉｎｇ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｎｕｃｌｅｉ　ａｎｄ　ｏｒｇａｎｅｌｌｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｅｎａｂｌｅｓ　ｏｂ－
ｔａｉｎ　ｔｈｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｔｉｓｓｕｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｃａｌｅｓ．
Ｗｈｅｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｅｄ　ｂｙ　ａ　ｌｉｇｈｔ　ｓｏｕｒｃｅ，ｉｔ　ｃａｎ　ｐｒｏｄｕｃｅ　ｓｃａｔｔｅｒｅｄ　ｌｉｇｈｔ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆ－
ｆｅｒｅｎｔ　ａｎｇｕｌａｒ　ａｎｄ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｄｕｅ　ｔｏ　ｉｔｓ’ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｏ　ｔｈｅ　ｉｎｆｏｒ－
ｍａｔｉｏｎ　ａｂｏｕｔ　ｔｈｅ　ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ　ａｎｄ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｉｓ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｈａｓ　ｂｅｅｎ　ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｌｙ　ｓｔｕｄｉｅｄ　ｉｎ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｆｉｅｌｄｓ　ａｎｄ　ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ．Ｆｉｒｓｔ，ｗｅ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｂａｓｉｃ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ＬＳＳ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｅｎ　ａ　ｄｅｔａｉｌ　ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｏｆ
ｔｈｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｉｓ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　ｅａｒｌｙ　ｃａｎｃｅｒ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｉｓ　ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．Ｆｉｎａｌｌｙ，

ｗｅ　ｓｕｍｍａｒｉｚｅ　ｔｈｅ　ａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ＬＳＳ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｏｕｔｌｏｏｋｓ　ｉｔｓ　ｆｕｔｕｒｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ；ｃａｎｃｅｒ；ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ



光　　散　　射　　学　　报 　第３４卷

１　引言

癌症成为二十世纪以来人类健康的主要杀
手，是仅次于心血管疾病的第二大医学难题。据
估计，２０２０年全球有１９３０万例新发癌症病例和近

１０００万例癌症患者死亡，预计到２０４０年，全球癌
症病例将达到２８４０万例［１］。尽管人类医疗水平在
不断发展，医疗设备性能也在不断提高，但仍然不
能对癌症彻底根治。目前大约有超过９０％的癌症
起源于上皮细胞［２］，上皮细胞核的变化是细胞发育
异常的重要指标，因此对上皮细胞的检测成为肿
瘤早期筛查的重要突破口。上皮细胞异常的诊断
标准包括细胞核大小、细胞核形状（多形性）以及
染色质浓度增加导致的细胞核染色加深等参数。
常规技术难以实现对大多数癌前病变的精准检
测，只能通过切除组织后进行活检，然而这种方法
并不能获取所有病变的样本信息，存在抽样误差。
此外，癌症潜伏期通常有１０～２０年，以至于癌症
患者在初次就医时大多处在癌症晚期，这时已经
失去治疗的机会。如果能更早地进行癌前病变筛
查，则可以有效提高患者的生存率。

光散射光谱（Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，

ＬＳＳ）在生物医学领域发挥着越来越重要的作用，
对生物组织、细胞和细胞器具有独特的表征能力，
可以在不改变生物样品的情况下对其性质进行量
化，不仅能够对细胞进行无创、非侵入式检测，并
且可以在不移除组织的情况下在原位上进行实时
观察，避免了组织学检测过程中随机活检带来的
抽样误差，这些优势使得早期病症的检出率得到
提高。人体微观物体的光散射效应基于几十年前
发展起来的电磁波传播和与物质相互作用的基本
原理，生物医学光散射光谱与其他医学成像方式
的发展相似，比如，Ｘ射线的发现为当今计算机断
层扫描技术（Ｃｏｍｐｕｔｅｄ　Ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＣＴ）的成熟
奠定了基础；而对核磁共振物理现象的探索推动
了磁共振成像技术（Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　Ｉｍａｇｉｎｇ，

ＭＲＩ）的进步。所以，生物医学光学领域主要涉及
的是电磁波与外源和内源微观物体相互作用的新
医学技术的应用。值得注意的是，光散射光谱可
以对生物组织进行非入侵检测，包括对整体组织
特性的表征和对亚细胞的评估。本文从ＬＳＳ技术
的原理出发，对其在食管腺癌、胰腺癌、子宫颈癌、
结肠癌、口腔癌等其他恶性肿瘤的研究进行介绍，
最后对ＬＳＳ技术的研究进行了总结和展望。

２　粒子和细胞的光散射

２．１　粒子光散射的基本原理
电磁波与介电粒子相互作用，在该粒子中引

起自由电荷和束缚电荷振荡，进而在粒子内部和
外部产生电磁波。单个粒子的光散射本质可描述
为：给定已知结构的粒子，在特定的极化平面波照
射下产生粒子内部和外部的电磁场。

２．１．１　被平面波照射的粒子特性

Ｅｉ１
Ｅｉ（ ）２ ＝ Ｅ０１

Ｅ（ ）０２
ｅ－ｉ（ｋｒ－ωｔ） （１）

　　式（１）中，Ｅｉ１和Ｅ０１是垂直于散射平面的波幅
分量，Ｅｉ２和Ｅ０２是平行于散射平面的波幅分量，ｋ
为波矢，ω是角频率，ｔ表示时间周期。散射波分量
（Ｅｓ１，Ｅｓ２）与入射波分量通过散射振幅矩阵相关
联：

Ｅｓ２
Ｅｓ（ ）１ ＝ｅ

－ｉ（ｋｒ－ωｔ）

ｉｋｒ
Ｓ２　Ｓ３
Ｓ４　Ｓ（ ）１ Ｅｉ２

Ｅｉ（ ）１ （２）

ｒ＝ｒ（θ，φ）是散射光的传播方向，由球面参
考系中的极角θ和φ给出。ｋ＝２π／λ是波数，λ为
波长，意为２π长度上出现的全波数目。其中散射
振幅矩阵可以完整描述散射过程，散射截面σｓ 由
式（３）给出：

σｓ ＝ｋ－２∫
２π

０
∫

π

０
（｜Ｓ１＋Ｓ４｜２＋｜Ｓ１＋Ｓ４｜２）ｓｉｎθｄθｄφ

（３）
相位函数ρ（θ，φ）定义为光散射概率与角度的

关系函数，可以在散射振幅矩阵中获得。为了求
出散射矩阵的矩阵元素，需要在电场和磁场的适
当边界条件下求解麦克斯韦波动方程，这种解很
难得到。１９０８ 年，德 国科学家 古斯塔夫·米
（Ｇｕｓｔａｖ　Ｍｉｅ）推导出了电磁波与球形粒子相互作
用的精确解［３］。在米散射解中，ｘ＝ｋａ为粒子尺
寸参数，函数Ｓ１ 和Ｓ２ 被表示为尺寸参数贝塞尔函
数的无穷级数，其中ａ是球体直径，ｍ 是球体的折
射率与周围介质的折射率之比，即相对折射率。
除了均匀球体表面的光散射特性以外，其他物体
包括圆柱体，有均匀涂层的球体，条带状面和平面
也已经被求解［４］。通常情况下，振幅只能表示为无
穷级数，而无穷级数往往收敛性很差。

２．１．２　粒子光散射的近似解
由于难以得到波动方程精确解，关于光散射

问题的近似解就得到了发展。最早是由德国物理
学家瑞利（Ｌｏｒｄ　Ｒａｙｌｅｉｇｈ）于１８７１年发现的，并把

４０１
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这种现象称为瑞利散射［５，６］。瑞利散射证明当粒
子尺度远小于入射光波长时（小于波长的十分之
一），其各方向上的散射光强度是不一样的，该强
度与入射光的波长四次方成反比，这种现象称为
瑞利散射。在瑞利极限中，粒子体积上的电场被
认为是均匀的。因此，粒子可以看作是偶极子，在
任意方向上产生辐射。在粒子的各向同性极化率

α不变的情况下，散射振幅矩阵描述为：

Ｓ２　Ｓ３
Ｓ４　Ｓ（ ）１ ＝ｉｋ３αｃｏｓθ ０（ ）０　

０（ ）１ （４）

散射截面为：

σｓ ＝ ８３πｋ
４α２ （５）

α与粒子的体积成正比，与λ４ 成反比。

Ｓ２　Ｓ３
Ｓ４　Ｓ（ ）１ ＝ｉｋ

３　Ｖ
２π犚（θ，φ）

ｃｏｓθ ０（ ）０　
０（ ）１ （６）

对于尺寸与入射波长接近的较大粒子来说，
瑞利散射不再适用。但可以使用另一种称为瑞利－
甘斯近似解（Ｒａｙｌｅｉｇｈ－Ｇａｎｓ）［７］的方法，在颗粒的
相 对 折 射 率 ｍ 接 近 于 １，同 时 粒 子 相 移

２ｋａ　ｍ－１ 较小的情况下适用。将等式（４）中的
瑞利公式应用于粒子内的任意体积元素ｄＶ，得到
瑞利－甘斯近似。可以推导出：

犚（θ，φ）＝ １Ｖ∫
Ｖ

（ｍ（ｒ）－１）ｅｉδ（ｒ，θ，φ）ｄｒ （７）

ｍ（ｒ）表示点ｒ处的相对折射率，δ为位于点ｒ
的偶极子在（θ，φ）方向上散射的波相位。假设粒子
形状均匀，则：

Ｓ２　Ｓ３
Ｓ４　Ｓ（ ）１ ＝ｉｋ

３　ｍ－（ ）１　Ｖ
２π

Ｒ（θ，φ）
ｃｏｓθ ０（ ）０ １

（８）

　　ｍ是粒子相对折射率的平均值。函数Ｒ（θ，φ）＝

１／（ ）Ｖ∫ｅｉδｄＶ 为形状因子。假如一个粒子相对折
射率接近于１，同时通过粒子２ｋａ｜ｍ－１｜的相移
很大，则符合范德胡斯特（Ｖａｎ　ｄｅ　Ｈｕｌｓｔ）在１９５７
年提出的光散射近似理论［８］，该理论适用于任意形
状的大颗粒。在该理论中，相移会产生相长或相
消干涉，可以用惠更斯原理求出散射矩阵。

Ｓ１，２（θ）＝ｋ
２

２π
Ａ

１－ｅ－ｉξ（ｒ（ ）
）ｅ－ｉδ（ｒ，θ）ｄ２ｒ （９）

ｒ是与入射光的传播方向正相交平面中的矢
量。ξ表示光线经过ｒ给出的位置沿直线穿过粒
子产生的相移相对于光线在粒子外传播产生的相
移。δ表示被粒子不同部分散射的光线之间的相

位差。积分在粒子的几何横截面Ａ 上进行，相移
取决于粒子形状和折射率。例如，对于半径为ａ
且相对折射率为ｍ 的球形粒子，那么ξ＝２ｋａ（ｍ－
１）ｃｏｓγ，δ＝－ｋａｓｉｎθｓｉｎγｃｏｓφ。其中γ表示径向
和初始射线方向之间的角度，φ表示朝向粒子表面
元素矢量的方位角。任意形状大颗粒的散射振幅
可以通过以下公式获得：

σｓ≈２πａ２　１－ｓｉｎ
（２ｘ（ｍ－１））
ｘ（ｍ－１） ＋ ｓｉｎ

（ｘ（ｍ－１））
ｘ（ｍ－１（ ））｛ ｝

２

（１０）
与小型粒子相比，较大的球形粒子产生的散

射类型截然不同。前向散射的强度和散射截面都
不是波长的单调函数，而是随波长而振荡，振荡频
率与ｘ（ｍ－１）成正比，因此随着球体尺寸和折射
率的增加而增加。

２．１．３　几种光散射现象的区别
光散射是指单色光束的光子与分子相互作用

时发生弹性碰撞或非弹性碰撞的现象。弹性碰撞
是指碰撞时光子与分子不发生能量交换，只改变
传播方向的现象。非弹性碰撞是指光子与分子碰
撞时，不仅光子的运动方向发生变化，能量也发生
变化，从而改变光子频率的现象。瑞利散射属于
弹性光散射，１９００年，英国物理学家瑞利勋爵
（Ｌｏｒｄ　Ｒａｙｌｅｉｇｈ）发现当微粒的半径足够小（小于

０．１λ）时，散射光线的强度与入射光线波长的四次
方成反比，即短波的散射比长波的散射更强烈。

拉曼散射属于非弹性散射，由印度物理学家拉曼
（Ｃ．Ｖ．Ｒａｍａｎ）于１９２８年发现，指一定频率的激
光照射到样品表面时，物质中的分子与光子发生
能量转移，振动态发生不同方式和程度的改变，然
后散射出不同频率的光。光子失去能量，频率减
小的过程称为斯托克斯拉曼散射，光子得到能量，
频率增大的过程称为反斯托克斯拉曼散射（图

１Ｂ）。散射物质的特性决定了频率的变化，不同种
类的原子团振动的方式是独一的，可以产生与入
射光频率有特定差值的散射光，所以，拉曼光谱又
称为“指纹光谱”，可以照此原理鉴别出物质分子
的种类。米散射属于弹性散射的一种情况，由德
国物理学家古斯塔夫·米（Ｇｕｓｔａｖ　Ｍｉｅ）于１９０８年
提出。他发现，当微粒半径的大小接近于或者大
于入射光线的波长λ的时候，大部分的入射光线会
沿着前进的方向进行散射。与瑞利散射和拉曼散
射不同的是，米散射的程度跟波长是无关的，而且
光子散射后的性质也不会改变。米散射的散射强
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度与频率的二次方成正比，前向散射比后向散射 强度更强，方向性比较明显（图１Ａ）。
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图１　三种光散射现象原理图

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｐｈｅｎｏｍｅｎａ

２．２　细胞光散射的基本原理
上皮细胞核增大、深染和多形性几乎是所有

癌前病变的共同特点。ＬＳＳ光信号主要取决于粒
子尺寸和形状，细胞核的尺寸一般大于光波长，散
射能力较强。相比之下，其它亚细胞器例如线粒
体或核内染色质团块的体积一般接近或者小于光
波长，体积越小，产生的背向散射角度越大。通常
情况下，粒子的散射光谱会随光波长的变化而变
化，如果存在多种形状的成分则光谱信号为几种
成分的叠加。可见粒子的形状、相对折射率、以及
入射光波长都会对散射光谱造成影响。

细胞的种类繁多，可达数百种类型，但绝大多
数细胞都具有相同的结构［９］。细胞的包膜为大约

１０ｎｍ厚的脂质双分子层结构，胞内有７～１０ !ｍ
的细胞核和周围的胞质，胞质中含有细胞器成分
（主要为线粒体）。线粒体直径通常在０．２～０．８
!ｍ区间，其他还有更小的细胞器诸如溶酶体
（２５０～８００ｎｍ）和过氧化物酶体（２００ｎｍ～１ !ｍ）
等。绝大多数细胞器光折射率在１．３８～１．４２范围
内，细胞质折射率在１．３４～１．３６范围内［１０，１１］。大
多数小细胞器都能满足 Ｒａｙｌｅｉｇｈ－Ｇａｎｓ近似的两
个条件，这些小细胞器散射强度随其折射率

（ｍ－１）２ 和其尺寸ａ６ 的增加而增加，散射光的角
度分布与瑞利散射有所不同。如果θ＝１，形状因
子为１。在其他方向上，形状因子的绝对值 Ｒ ＜
１，因此，前向散射具有最大值。在细胞核体积明
显大于光波长的情况下，瑞利－甘斯近似解就失去
作用，但可以替代性地使用范德胡斯特（式１０）或
者米散射公式求解。图２可以直观地观察主要细
胞和亚细胞结构大小和折射率信息。Ｍｏｕｒａｎｔ等
人［２７］使用光学性质类似于生物组织的聚苯乙烯球
和脂肪乳剂的悬浮液进行了相关实验，表明可以
运用基于米散射理论的弹性散射光谱来估计散射
颗粒的尺寸。

２．３　散射分量的区分

２．３．１　背景模型
当白光照射到目标组织时，会形成两种主要

散射分量：来自表皮层的单一散射分量和来自深
层组织的多重散射分量。后者主要是进入组织内
部产生的多次随机性散射，形成面积较大的散射
光背景，即“漫射背景”，此现象会对上皮细胞光信
号产生干扰。从目前的研究进展来看，大体上可
以通过两种方法来去除背景干扰：使用背景模型
和偏振光的方法。Ｐｅｒｅｌｍａｎ等人［１２］就是用硫酸
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第２期 朱亮：光散射光谱在生物医学领域的发展和应用

!"#$(a)
10 m

1

m

m

m

m

m

m

0.1 m

0.01 m

0.001 m

1.01 1.02 1.03 1.04 1.05%&’()( )m

*+

*+,

-!.

/0.
12340
5!.

*+6Rayleigh7(

Rayleigh Gans7(

Van de Hulst7(

图２　细胞和亚细胞结构的光学特性以及相关的近似

值，可用于描述这些物体的光散射。未着色区

域代表一个参数空间，需要一个精确的解才能

得到精确结果

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｉｏｎｓ　ｔｈａｔ

ｃａｎ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｄｅｓｃｒｉｂｅ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｆｒｏｍ

ｔｈｅｓｅ　ｏｂｊｅｃｔｓ．Ｔｈｅ　ｕｎｃｏｌｏｒｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ　ｒｅｐｒｅ－

ｓｅｎｔｓ　ａ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｓｐａｃｅ　ａｎｄ　ｒｅｑｕｉｒｅｓ　ａｎ　ｅｘａｃｔ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｔｏ　ｇｅｔ　ｔｈｅ　ｅｘａｃｔ　ｒｅｓｕｌｔ

钡漫射板来模拟漫射背景测得Ｔ８４结肠癌细胞的
特征性散射光谱。在收集到样品光谱数据后减去
模型拟合数据得到单一散射分量，最后通过光学
距离周期性分量的傅里叶变换获得胞核尺寸分布
状况。通过与光镜测量数据对比证明了散射光谱
对细胞核检测的高准确度，但这种准确性很大程
度取决于模型本身光吸收特性。Ｗａｌｌａｃｅ等人［２３］

将内镜和ＬＳＳ技术相结合对巴雷特食管粘膜进行
了检测。他们以单位面积内超过３０％的细胞核大
于１０ !ｍ作为异型增生的指标，同时以专家的一
致诊断和平均诊断作为比较标准。结果发现光谱
检测结果与活检诊断结果高度一致。

ＬＳＳ作为一种非侵入性的光学工具可以提供
细胞形态学信息，非常适合于癌症检测。但早期
的ＬＳＳ技术扫描深度有限（大约１００～２００ !ｍ），

对于位置较深的细胞难以检测，并且对亚细胞结
构的检测也比较困难。要想得到准确的光谱数据
需要构建相应的物理模型，而准确性很大程度上
取决于模型的理论参数，适用范围较窄。此外，有
限的单次采集面积也限制了其在临床上的应用。

２．３．２　偏振光散射

Ｂａｃｋｍａｎ等人［１３］开发了一种可以直接测量上
皮细胞核光散射的技术：利用偏振光ＬＳＳ（ｐｏｌａｒ－
ｉｚｅｄ　ｌｉｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＬＳＳ）来消除

漫射背景带来的干扰。当偏振光进入组织时会被
多次散射，因此失去了原来的偏振，一部分散射光
返回到表面，产生去偏振的多重散射。相反，上皮
细胞单次散射光的偏振被保留。因此，通过减去
散射光的非偏振分量，可以容易地区分上皮细胞
的光谱信息，进一步分析细胞核的尺寸分布。详
细ＬＳＳ光路模型如图３所示。由氙光灯发出的光
源经过透镜进行准直，光束经过含有１１个不同中
心波长的滤光片，随后经过第一个偏振器形成偏
振光，光束被镜面反射到样品上，样品反向散射的
光被一对等焦距透镜收集。第二个偏振器可以旋
转来调整偏振状态，ＣＣＤ相机置于透镜一倍焦距
处收集散射信息。

　　Ｓｏｋｏｌｏｖ等人［１４］将其应用到宫颈细胞和口腔
粘膜，结果表明偏振反射光谱法在存在强漫反射
背景和血红蛋白吸收的情况下依然可以准确检测
上皮层的散射特性。Ｍｏｕｒａｎｔ等人［３６］使用光纤探
头对三种成纤维细胞的散射光谱进行了研究，发
现生物组织对不同波长的光吸收度不同，光穿透
的深度就会不同，所以具有强生物吸收性的波长
可用于探测较浅的粘膜，而很少或没有被吸收的
波长可用于探测更深层组织，可以根据血红蛋白
对不同光波长吸收度的差异实现不同的探测深
度。２０１０年，Ｑｉｕ等人［２６］开发了一种称为内镜偏
振扫描光谱（ＥＰＳＳ）的系统，与内镜结合进行多光
谱扫描。他们用牛食管检测了ＥＰＳＳ仪器的性能，
然后对病人进行了体内测量。对食管表面进行快
速光学扫描和多光谱成像并记录数据，在ＥＰＳＳ数
据收集点采集组织学标本（图４）。将ＥＰＳＳ探查
数据和对应活检部位的病理检测结果进行对比
（图５）后发现两种结果高度一致，灵敏度和特异度
分别达到９２％和９６％。

　　Ｅｐｓｓ系统可以对整个食道表面进行快速扫
描，并对上皮组织进行多光谱测绘，同时将数据分
析软件与仪器结合以提供实施诊断信息。该系统
同时整合了ＰＬＳＳ和漫反射光谱信息，提高了诊断
能力。

在ＰＬＳＳ系统中，后向散射角度对细胞成分非
常敏感，旋转偏振器可直接从上皮组织获得单次
散射光，相较于初期的ＬＳＳ，细胞检测更加高效。
然而，传统ＰＬＳＳ系统是首先获取上皮组织混合散
射光的正交偏振光谱，然后提取单次散射光来推
断上皮细胞核的形态信息，这使得系统的建造体
积庞大且效率较低，特别是在内窥镜系统的构建
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图３　ＬＳＳ光路模型。滤光片有１１个光波段，４５０－７００ｎｍ的中心波长，选取的波长为λｉ＝５３２，５５０，５６８，５８９，６２０，６５０，６７１，６９４ｎｍ

Ｆｉｇ．３　ＬＳＳ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｐａｔｈ　ｍｏｄｅｌ．Ｎａｒｒｏｗｂａｎｄ　ｆｉｌｔｅｒｓ（１１ｏｐｔｉｃａｌ　ｂａｎｄｓ，４５０－７００ｎｍ），ａｔλｉ＝５３２，５５０，５６８，５８９，６２０，６５０，６７１，６９４ｎｍ

(a) (b)

图４　ＥＰＳＳ食管内镜扫描的食管上皮。（ａ）探针尖端
从内窥镜工作通道中延伸；箭头表示每次扫描
前和扫描过程中探针尖端的线性和旋转运动。
（ｂ）通过ＥＰＳＳ用户界面获取了内窥镜视频通
道的图像，扫描照明点出现在图像右上角的食

道壁上。ＥＰＳＳ探头尖端直径为２．５ｍｍ［２６］

Ｆｉｇ．４　ＥＰＳＳ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ　ｄｕｒｉｎｇ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ．（ａ）Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｄｅｐｉｃ－
ｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｒｏｂｅ　ｔｉｐ　ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏ－
ｓｃｏｐｅ　ｗｏｒｋｉｎｇ　ｃｈａｎｎｅｌ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｃａｎ；ａｒ－
ｒｏｗｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｌｉｎｅａｒ　ａｎｄ　ｒｏｔａｒｙ　ｍｏｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｐｒｏｂｅ　ｔｉｐ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ｄｕｒｉｎｇ　ｅａｃｈ　ｓｃａｎ，ｒｅｓｐｅｃ－
ｔｉｖｅｌｙ．（ｂ）Ｆｒａｍｅ　ｃａｐｔｕｒｅ，ｏｂｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ
ｓｈｏｗｎ　ｖｉａ　ｔｈｅ　ＥＰＳＳ　ｕｓｅｒ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ，ｏｆ　ａｎ　ｉｍ－
ａｇｅ　ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｓｃｏｐｅ　ｖｉｄｅｏ　ｃｈａｎｎｅｌ
ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｃｔｕａｌ　ＥＰＳＳ　ｐｒｏｂｅ　ｔｉｐ　ｄｕｒｉｎｇ
ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ　ｏｆ　ａ　ｐａ－
ｔｉｅｎｔ　ｗｉｔｈ　Ｂａｒｒｅｔｔ’ｓ　ｅｓｏｐｈａｇｕｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ａ　ｃｌｉｎｉ－
ｃａｌ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ．Ｔｈｅ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ　ｓｐｏｔ
ｉｓ　ｓｅｅｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｓｏｐｈａｇｕｓ　ｗａｌｌ　ａｔ　ｔｈｅ　ｕｐｐｅｒ
ｒｉｇｈｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｍａｇｅ．Ｔｈｅ　ＥＰＳＳ　ｐｒｏｂｅ　ｔｉｐ　ｄｉａｍ－
ｅｔｅｒ　ｉｓ　２．５ｍｍ［２６］
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图５　在常规筛查内窥镜检查中获得的ＥＰＳＳ光谱。
（ａ）用ＥＰＳＳ仪器从Ｂａｒｒｅｔｔ’ｓ食管病患者的单
个空间位置采集的平行（实线红线）和垂直（虚
线蓝线）偏振光谱。（ｂ）同一对象中十个不同
位置的平行偏振光谱［２６］

Ｆｉｇ．５　ＥＰＳＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｄｕｒｉｎｇ　ｒｏｕｔｉｎｅ　ｓｃｒｅｅｎ－
ｉｎｇ　ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ．（ａ）Ｐａｒａｌｌｅｌ（ｓｏｌｉｄ　ｒｅｄ　ｌｉｎｅ）
ａｎｄ　ｐｅｒｐｅｎｄｉｃｕｌａｒ（ｄｏｔｔｅｄ　ｂｌｕｅ　ｌｉｎｅ）ｐｏｌａｒｉｚａ－
ｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ＥＰＳＳ　ｉｎｓｔｒｕ－
ｍｅｎｔ　ｆｒｏｍ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｓｐａｔｉａｌ　ｌｏｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｓｕｂｊｅｃｔ
ｗｉｔｈ　Ｂａｒｒｅｔｔ’ｓ　ｅｓｏｐｈａｇｕｓ．（ｂ）Ｐａｒａｌｌｅｌ　ｐｏｌａｒｉ－
ｚａｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｆｒｏｍ　ｔｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｕｂｊｅｃｔ［２６］
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方面。此外，在传统的ＰＬＳＳ内窥镜成像系统中，
成像功能是通过扫描实现的，在实际应用中，获取
一个部位的单次散射光需要花费很长时间。

Ｔｕｎｉｙａｚｉ等人［３７］使用光谱调制技术建立了快照

ＰＬＳＳ系统（ｓｎａｐｓｈｏｔ　ＰＬＳＳ），该系统使用光谱调
制偏振器直接记录样品的单次散射光，使系统可
以摆脱旋转偏振器的依赖。此外，使用连续滑动
迭代法（ＣＳＩＭ）重建散射信号，使光谱分辨率非常

接近于光谱仪固有分辨率。快照ＰＬＳＳ系统如图

６所示。宽带光经过光圈和透镜准直后，被反射至
宽带偏振器产生偏振光并通过分束器落到样品
上，来自样品的后向散射光经分束器引导至另外
两个透镜和光圈，这一部分是将后向散射光收集
在一个窄锥体空间（１°）内以确保主要散射光来自
细胞核。收集的光首先由偏振调制器调制，然后
由ＯＳＡ记录调制的散射光。

P1

BS

Sample

L1 A1 L2

Lamp

L3 A2 L4 Q R P2 L5

OSA

图６　Ｓｎａｐｓｈｏｔ　ＰＬＳＳ系统构造。光圈（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５）；孔径（Ａ１、Ａ２）；偏振器（Ｐ１、Ｐ２）；分束器（ＢＳ）；消色差四分之一波片

（Ｑ）；缓速器（Ｒ）；慢轴（ｓ）；快轴（ｆ）；光谱仪（ＯＳＡ）

Ｆｉｇ．６　Ａｃｒｏｎｙｍｓ：Ｌｅｎｓ（Ｌ１，Ｌ２，Ｌ３，Ｌ４，Ｌ５）；Ａｐｅｒｔｕｒｅ（Ａ１，Ａ２）；Ｌｉｎｅａｒ　Ｐｏｌａｒｉｚｅｒ（Ｐ１，Ｐ２）；Ｂｅａｍ－ｓｐｌｉｔｔｅｒ（ＢＳ）；Ａｃｈｒｏ－

ｍａｔｉｃ　Ｑｕａｒｔｅｒ－Ｗａｖｅ　Ｐｌａｔｅ（Ｑ）；Ｒｅｔａｒｄｅｒ（Ｒ）；Ｓｌｏｗ　ａｘｉｓ（ｓ）；Ｆａｓｔ　ａｘｉｓ（ｆ）；Ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ａｎａｌｙｚｅｒ（ＯＳＡ）

　　为了评估仪器的性能和适用性，研究小组对
聚苯乙烯微球溶液和人胃癌样本进行了检测，并
与参考值和临床诊断结果进行了比较。发现快照

ＰＬＳＳ的与传统ＰＬＳＳ的实验结果一致，拟合的颗
粒大小分布也和供应商产品标准相符合。此外，
该系统能够有效地从组织中获取肿瘤信息，准确
地将健康组织与癌变组织区分开来。相较于传统

ＰＬＳＳ，快照ＰＬＳＳ不需要再依赖于旋转偏振器，系
统构造更加完善，机械稳定性和检测效率得到提
高。其简化的系统设计使内镜ＰＬＳＳ成本进一步
降低，也为发展紧凑型内窥镜ＰＬＳＳ成像系统提供
了可能。但是快照ＰＬＳＳ收集散射光的强度较低
导致信噪比较低，在某些情况下，重建的细胞分布
可能与实际分布有所差异。此外，系统采用的反
演算法的能力对拟合结果也有一定的影响，从光
谱中反演参数需要较长的时间。

２．４　亚细胞层面
研究证明，核内的亚细胞成分也和某些肿瘤

的形成密切相关［１５］。在现代细胞生物学光学技术
领域长期存在的一个难题就是无法表征尺寸小于
光波长的亚细胞结构，即缺少一种可以在亚微米
水平上监视细胞和亚细胞器同时又不会破坏其功

能的技术。Ｍｏｕｒａｎｔ等人［３５］研究了悬浮液中肿瘤
细胞散射光谱的角度依赖性。结果表明，散射角
大于１１０°的散射源来自胞内ＤＮＡ成分。此外，细
胞核对整个细胞光散射贡献分数不会超过４０％，
其余大部分则来自于线粒体等亚细胞结构。Ｆａｎｇ
等人［１７］开发了一种新方法，能够以２０ｎｍ的精度
测量小至１００ｎｍ 的细胞器，具体构造如图７所
示。用悬浮在甘油中的聚苯乙烯微球对装置进行
校准，随后对离心提取的细胞核和细胞器进行了
探测，最后用ＬＳＳ测定的粒度分布与用电子显微
镜测定的粒度分布进行了比较。结果表明，这项
技术可重建出细胞器复杂的多峰分布，大小范围

１００ｎｍ到４００ｎｍ不等，与显微镜的测量分布非常
一致。

　　后来，Ｍｕｌｖｅｙ及其同事［１８，１９］采用了同样的方
法来监测细胞的凋亡过程。他们发现，在诱导细
胞凋亡后的１０到１５分钟就可以检测到散射光谱
的变化，这也表明光散射光谱可以依靠细胞形态
学变化来检测细胞凋亡状态。

２．５　用共聚焦光吸收和散射光谱（ＣＬＡＳＳ）研究活
体细胞

Ｆａｎｇ［２０］，Ｉｔｚｋａｎ［２１］和Ｌｅ　Ｑｉｕ［２２］等人创造性地
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图７　ａ．ＬＳＳ细胞测试图。传输光纤Ａ与接收光纤Ｂ的间距为η≈３５!ｍ；传输光纤（纤芯直径ρ＝２００!ｍ）与样本（厚度ｈ２≈

２ｍｍ）之间距离ｈ１≈４ｍｍ；反向散射光（散射角θ≈１７０°）由收集光纤Ｂ收集，角度α由光纤探针口径ＮＡ 决定；暗色区

域为收集单一反向散射光区域；探针与法线夹角为β≈２５°。ｂ．细胞器大小分布的比较。实线是从ＬＳＳ光谱提取，虚线

是使用电子显微镜测量的分布［１７］

Ｆｉｇ．７　ａ．ＬＳＳ　Ｔｅｓｔ　ｄｉａｇｒａｍ．Ｔｈｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｆｉｂｅｒ　Ａ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ　ｆｉｂｅｒ　Ｂ　ｉｓη≈３５!ｍ；Ｔｈｅ　ｄｉｓ－

ｔａｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｆｉｂｅｒ（ｃｏｒｅ　ｄｉａｍｅｔｅｒρ＝２００!ｍ）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ（ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ　ｈ２＝２ｍｍ）ｉｓ　ｈ１≈４ｍｍ；

Ｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒｅｄ　ｌｉｇｈｔ（ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ａｎｇｌｅθ≈１７０°）ｉｓ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ　ｆｉｂｅｒ，Ｔｈｅ　ａｎｇｌｅαｉｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｐｒｏｂｅ

ｃａｌｉｂｅｒ　ＮＡ；Ｔｈｅ　ｄａｒｋ　ｒｅｇｉｏｎ　ｉｓ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒｅｄ　ｌｉｇｈｔ　ｒｅｇｉｏｎ；Ａｎｇｌｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐｒｏｂｅ　ａｎｄ　ｎｏｒｍａｌ　ｉｓβ≈２５°；ｂ．Ｃｏｍ－

ｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｉｚｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅ　ｓｏｌｉｄ　ｌｉｎｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＬＳＳ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｄａｓｈｅｄ　ｌｉｎｅ

ｉｓ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｍｅａｓｕｒｅｄ　ｕｓｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［１７］

将ＬＳＳ与显微镜结合起来形成共聚焦光吸收和散
射光谱（ＣＬＡＳＳ）显微镜。这是一种可以在不引入
外源标记的情况下观察活体细胞中亚微米结构的
光学方法，可以达到电子显微镜的精度。后来，Ｌｅ
Ｑｉｕ等人［３４］在现有基础上增加了宽视场荧光显微
镜臂，系统功能进一步完善。图８Ａ为ＣＬＡＳＳ的
详细构造图。超连续谱激光器发出的宽带光源经
光纤传输至虹膜光圈，一部分通过分束器和消色
差物镜照射到样品上，样品安装在电动平移工作
台上进行逐点扫描。样品反射光经同一物镜返回
并依次经过分束器和翻转镜反射至成像ＣＣＤ。另
一部分光被反射至参考光纤然后传输至光谱仪。
透射光通过消色差反射物镜传递到样品，从样品
反向散射的光被物镜收集并被分束器反射到光
纤，通过光纤传输到光谱仪。ＣＬＡＳＳ仪器增加了
荧光显微镜系统。宽带光经翻转镜反射，通过光
纤传输到激发滤光器，随后依次经过双色镜和翻
转镜反射，通过物镜照射到样品。反射的荧光被
物镜收集并被翻转镜和双色镜导向发射滤光器，
随后在成像ＣＣＤ上形成图像。

为了检验ＣＬＡＳＳ的检测能力，对１６ＨＢＥ１４ｏ
人支气管上皮细胞进行了光谱成像。用二十二碳
六烯酸（ＤＨＡ）培养２４小时来诱导细胞凋亡，对不

同状态的支气管上皮细胞进行了重建。图８Ｂ中ａ
为未经处理的细胞，ｂ是用ＤＨＡ处理２４小时后
的凋亡细胞。球体直径表示根据光谱重建的细胞
尺寸，灰度表示折射率，两者的亚细胞结构在空间
分布上具有明显差异。Ｙａｎｇ等人［３８］用ＣＬＡＳＳ显
微检测液基宫颈细胞样品中的光散射差异。她们
对收集到的宫颈正常和癌细胞样本进行了检测，
通过建立新的模型拟合相对强度曲线，发现在特
定波长下非 ＨＳＩＬ（高分化鳞状上皮内病变）和

ＨＳＩＬ具有显著差异。然而，本研究也存在一定的
局限性。例如，两例ＬＳＩＬ（低分化鳞状上皮内病
变）的相对强度较高。其原因可能是细胞核重叠
或分裂所致。此外，４例 ＨＳＩＬ与ＬＳＩＬ优化曲线
无差异。

　　ＣＬＡＳＳ可以在亚细胞尺度上对活体细胞进行
无创研究，相比较于多色荧光成像显微镜，ＣＬＡＳＳ
可以在不引入外源标记的前提下准确重建出细胞
器尺寸以及空间分布，不会对细胞功能产生影响。
不仅可以提供细胞器大小信息，还可以提供细胞
的生化和物理特性信息。更重要的是，它能够检
测远远超出衍射极限的粒子，实时检测活细胞内
各种类型的细胞器。
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A

B
(a) (b)

图８　ａ．ＣＬＡＳＳ装置原理图；ｂ．用ＣＬＡＳＳ显微镜光谱重建的两个１６ＨＢＥ１４ｏ人类支气管上皮细胞图像［２２］

Ｆｉｇ．８　ａ．Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ　ＣＬＡＳＳ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；ｂ．Ｃｒｏｓｓｅｃｔｉｏｎａｌ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｗｏ　１６ＨＢＥ１４ｏ－ｈｕｍａｎ　ｂｒｏｎｃｈｉａｌ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＣＬＡＳＳ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ｓｐｅｃｔｒａ［２２］

３　光学诊断技术在早期癌症诊断中的应用

口腔癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，若
手术治疗不彻底常导致术后复发。早期检测口腔
癌的形态学变化尤为重要。Ｍüｌｌｅｒ等人［２８］对１５
例不同程度恶性肿瘤患者的９１个组织位点和８名
健康志愿者分别进行了光谱分析。通过将胶原和
还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）的荧光光
谱与３３７ｎｍ和３５８ｎｍ激光激发的组织固有荧光
光谱进行线性组合，并利用本征荧光光谱获得了
关于口腔组织天然荧光团的生化信息（图８）。这
些光学提取的生化或结构信息，不需要组织切除，
即可用于组织异常诊断。通过结合这三种技术提
供的信息，研究出了一种称为Ｔｒｉｍｏｄａｌ光谱的方
法，其灵敏度和特异性分别达到９６％和９６％，用于
区分癌组织和正常组织。

　　Ｍｏｕｒａｎｔ等人于２００７年［２９］将ＬＳＳ技术应用
于子宫颈癌的癌前检查。他们用一种新研制的光

纤探头对３６例患者的宫颈上皮细胞进行了光谱采
集。具体构造如图１０所示，探针的远端与组织接
触，光纤Ｄ１和Ｄ２分别是偏振的和非偏振的光传
输光纤。当Ｄ２照射组织时，光纤２会收集散射的
非偏振光（图１０ａ）。当光纤Ｄ１照射组织时，光纤

１、３和４用于收集散射光，其中光纤３用于收集垂
直于入射光偏振的偏振光（图１０ｂ和１０ｃ）。光谱
数据用ＲＯＣ曲线和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型处理后与病
理学检查结果进行了比对，发现高度鳞状上皮内
病变（ＨＳＩＬ）与非 ＨＳＩＬ的敏感性和特异性达到

１００％和８０％。该技术只需低水平的光激发功率
和几秒钟的点测量时间就可以提供实时结果，所
以本身并不会给病人带来任何不适，而且测量相
当快捷高效。

　　在２０１７年Ｐｅｒｅｌｍａｎ等人［３０］将ＬＳＳ技术和空
间门控光纤探针结合起来预测胰腺囊性病变的恶
性程度。他们开发了一种新的仪器，在几秒钟内
可从每个囊肿内获得多个无创光学“活检”光谱，

１１１
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图９　在３３７ｎｍ光波长处激发并用多元曲线分辨率提取的两种光谱成分的固有荧光光谱。（ａ）光谱成分１（细线），与粘膜下层

胶原（粗线）比较。（ｂ）光谱成分２（细线），与肿瘤细胞颗粒（粗线）的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）进行比较［２８］

Ｆｉｇ．９　Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｔｈｅ　２ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｅｘｃｉｔｅｄ　ａｔ　３３７ｎａｎｏｍｅｔｅｒｓ（ｎｍ）ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｍｕｌｔｉｖａｒｉ－

ａｔｅ　ｃｕｒｖｅ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．（Ａ）Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　１（ｔｈｉｎ　ｌｉｎｅ），ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｕｂｍｕｃｏｓａ（ｔｈｉｃｋ　ｌｉｎｅ）．（Ｂ）
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图１０　测量系统示意图。（ａ）钨灯的光通过光纤输送

到组织中。通过组织传播的光由摄光仪分散

的光纤收集，并入射在ＣＣＤ相机上。（ｂ）探头

的远端。光纤１、３、４和Ｄ１上的线表示光偏振

方向。光纤Ｄ２和２分别是非极化输送和收集

纤维。（ｃ）某些纤维相对于组织呈２０度角［２９］

Ｆｉｇ．１０　（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ．

Ｌｉｇｈｔ　ｆｒｏｍ　ｔｕｎｇｓｔｅｎ　ｌａｍｐｓ　ｉｓ　ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ

ｔｉｓｓｕｅ　ｂｙ　ｆｉｂｅｒ　ｏｐｔｉｃｓ．Ｌｉｇｈｔ　ｔｈａｔ　ｈａｓ　ｐｒｏｐａ－

ｇａｔｅｄ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｉｓ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｆｉｂｅｒ

ｏｐｔｉｃｓ　ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｐｈ　ａｎｄ　ｉｎ－

ｃｉｄｅｎｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＣＣＤ　ｃａｍｅｒａ．（ｂ）Ｄｉｓｔａｌ　ｅｎｄ　ｏｆ

ｔｈｅ　ｐｒｏｂｅ．Ｔｈｅ　ｌｉｎｅｓ　ｏｖｅｒ　ｆｉｂｅｒｓ　１，３，４ａｎｄ

Ｄ１ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇｈｔ　ｐｏｌａｒｉｚａ－

ｔｉｏｎ．Ｆｉｂｅｒｓ　Ｄ２ａｎｄ　２ａｒｅ　ｕｎｐｏｌａｒｉｚｅｄ　ｄｅｌｉｖ－

ｅｒｙ　ａｎｄ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｆｉｂｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．（ｃ）

Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｎｇｌｅ　ｏｆ　ｓｏｍｅ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｆｉｂｅｒｓ　ｗｉｔｈ　ｒｅｓｐｅｃｔ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｔｉｓｓｕｅ［２９］

表现明显优于现有的细胞学和囊肿液ＣＥＡ标记。
在１４例胰腺囊肿受试者的常规 ＥＵＳＦＮＡ 手术

中，使用空间门控ＬＳＳ进行了临床体内测量（图

１１）。结果表明，所有具有明确诊断的囊肿都被

ＬＳＳ技术准确识别为恶性肿瘤。在被明确诊断为
囊肿的病例中，该技术的总体准确率达到９５％。

２０１８年Ｌｅ　Ｑｉｕ等人［４０，４１］阐述了光门控的内镜下
光散射光谱（ＬＳＳ）在胰管恶性肿瘤检测中的应用。
对于位于腹部深处难以获取病理信息的器官，空
间门控是首选的方法，并且带有光门控的多光谱
内窥镜检查是快速、廉价和准确的。这项技术可
以准确地识别早期癌前病变和早期胃肠道癌症，
以帮助患者获得更早和更有效的治疗。
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图１１　内镜超声引导下细针抽吸（ＥＵＳ－ＦＮＡ）过程中

的体内测量［３０］

Ｆｉｇ．１１　Ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ－ｇｕｉｄｅｄ　ｆｉｎｅ　ｎｅｅｄｌｅ　ａｓ－

ｐｉｒａｔｉｏｎ （ＥＵＳ－ＦＮＡ）ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｍｅａｓｕｒｅ－

ｍｅｎｔ［３０］
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第２期 朱亮：光散射光谱在生物医学领域的发展和应用

　　２０１８年 Ｑｉｕ等人［３１］开发了一个多光谱光散
射内窥镜成像系统，准确地检测了整个食道内壁
的亚细胞异常增生的变化。通过分析从上皮细胞
散射的光来检测和识别不可见的异常增生部位，
并使用内窥镜兼容的准直宽带光束快速扫描整个
食管内壁。实验证明此技术发现发育不良部位的
准确率为９０％，表明多光谱光散射内镜成像可以
准确检测食管癌前病变。此外，使用宏观光谱测
量来分析微观的亚细胞结构，可以在几分钟内对

整个食管表面进行快速的内镜兼容扫描，不需要
外部造影剂，安全度高。

Ｑｉｕ等人［１６］将ＬＳＳ技术用于直接快速检测和
鉴定全血细菌。他们用四种会引起脓毒症的细
菌：大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌和金
黄色葡萄球菌，在浓度为１０７　ＣＦＵ／ｍＬ水悬液进
行了ＬＳＳ实验，得到的光散射图谱如图１２所示。
可见菌株的ＬＳＳ光谱图相当独特，可以明显区分
每种类型的细菌。
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图１２　大肠杆菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和肺炎杆菌的４株菌株的显微照片（Ａ）和ＬＳＳ光谱（Ｂ）

Ｆｉｇ．１２　Ｍｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ（ａ）ａｎｄ　ＬＳＳ　ｓｐｅｃｔｒａ（ｂ）ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ：Ｅ．ｃｏｌｉ，Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，ａｎｄ　Ｋ．ｐｎｅｕ－

ｍｏｎｉａ［１６］

　　为了验证ＬＳＳ技术是否能够在轻度脓毒症的
细菌浓度下快速检测和鉴定全血样本中的菌株，

他们还对全血样本进行了测量。实验证明，ＬＳＳ
技术在鉴定血液样本中的细菌方面的总体准确率
约为９７％，整个过程时间仅需３分钟，这使得该技
术成为应用于医院或门诊快速检测和识别全血中
的细菌最有前景的方法之一。

２０２１年Ｋｎｉｇｈｔｏｎ等人［３９］将ＬＳＳ结合机器学

习算法来识别心肌细胞核密度。他们开发了一个
带有光纤探头的ＬＳＳ系统，并将其用于测量绵羊
模型的心脏组织。用光谱聚类和卷积神经网络
（ＣＮＮ）分析从相同心脏组织获得的光谱，以评估

ＬＳＳ表征心机细胞核密度的可行性。结果表明

ＣＮＮ对低、中、高三组不同细胞核密度光谱的分类
准确率分别为９５．００％±１１．７７％。揭示了分类精
度对波长范围和光谱采样的敏感性。

４　总结和展望

在过去，人们不断在寻找随机活检的替代方

法，以便准确地检测和诊断各种器官的异型增生
和其他癌前病变。光学技术非常适合癌前组织的
检测，因为它们不需要切除组织，可以在体内进
行，允许实时做出诊断，并且可以用于检测尺寸小
于１!ｍ的微小病变。虽然大多数人体器官都可
以通过光学技术进行检查，但光学技术特别适合
于诊断通过光纤容易接触到的器官的病理情况，

如胃肠道、呼吸道、泌尿系和生殖道的器官。不同
的光谱技术对不同的组织属性敏感。例如，激光
诱导荧光光谱和拉曼光谱对分子属性很敏感，而
漫反射光谱和光散射光谱非常适合于在细胞和亚
细胞水平上提供关于组织形态结构的信息。现阶
段癌症的早期诊断以活检为主，通过引入荧光标
记来增强细胞对比度，但外源标记可能会影响细
胞功能，对诊断结果产生影响。由于癌前病变的
病理诊断主要基于组织形态的变化，所以ＬＳＳ有
望在这些病变的诊断和检测中发挥作用。ＬＳＳ其
本身的多光谱特性能够测量比衍射极限小得多的
内部细胞结构，不会损坏细胞，也不需要引入传统
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光学显微镜所需的造影剂。这种成像结果准确率
高，减少了病人的痛苦，同时能减少活检所需的成
本，可以真正意义上实现原位而非体外检测。然
而，为了达到更广的适用性，ＬＳＳ技术应该扩展到
能够实时探测各种内部器官的上皮细胞，同时与
临床内窥镜相兼容的高分辨率成像模式。与现有
内窥镜兼容的新设备将扫描医生感兴趣的目标区
域，更大程度地提高临床内窥镜技术的工作效率，
同时结合必要的软件和算法，以获得关于组织结
构的客观数据，这些数据可以实时转化为诊断信
息。这将使医生能够在可疑部位进行活检，最大
限度地减少在非病变部位进行活检的次数，减少
取样误差。相信这项技术在不久的将来会逐渐成
熟并广泛应用于早期癌症的临床检查。因此，ＬＳＳ
技术将向着无创，实时快速，灵敏度高，适用范围
广，方便操作等方向发展，为临床诊断提供辅助指
导，这样将会大大增加癌症检出率。
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